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AMV: Alfalfa mosaic virus (virus del mosaico de la alfalfa) 
AnFBV: Angelonia flower break virus (virus de la rotura del color de la flor de la angelonia) 
BMMV: Bean mild mosaic virus (virus del mosaico suave de la judía) 
BMoV: Blackgram mottle virus (virus del moteado del Blackgram) 
BMV: Brome mosaic virus (virus del mosaico del bromo) 
BNYVV: Beet necrotic yellow vein virus (virus de las venas necróticas y amarillas de la remolacha) 
BPYV: Beet pseudo-yellows virus (virus del pseudo-amarilleamiento de la remolacha) 
BSMV: Barley stripe mosaic virus (virus del mosaico estriado de la cebada) 
BTE: barley translational enhancer (estimulador de la traducción de la cebada) 
BWYV: Beet western yellows virus (virus del amarilleamiento de la remolacha occidental) 
BYDV: Barley yellow dwarf virus (virus del enanismo amarillo de la cebada) 
CaMV: Cauliflower mosaic virus (virus del mosaico de la coliflor) 
CarMV: Carnation mottle virus (virus del moteado del clavel) 
CCFV: Cardamine chlorotic fleck virus (virus del salpicado clorótico del cardamomo) 
cDNA: copy DNA (DNA copia) 
CIRV: Carnation italian ringspot virus (virus de las manchas en anillo del clavel italiano) 
CITE: cap independent translation enhancer (estimulador de la traducción independiente de cap) 
CLCV: Cotton leaf curl virus (virus del rizado de la hoja del algodón) 
CLSV: Cucumber leaf spot virus (virus de las manchas de las hojas del pepino) 
CMV: Cucumber mosaic virus (virus del mosaico del pepino) 
CNV: Cucumber necrosis virus (virus de la necrosis del pepino) 
CPMoV: Cowpea mottle virus (virus del moteado del chícharo) 
CPMV: Cowpea mosaic virus (virus del mosaico del chícharo) 
CP: coat protein (proteína de cubierta o proteína de la cápsida) 
crTMV: crucifer-infecting tobamovirus (tobamovirus que infecta crucíferas) 
CTV: Citrus tristeza virus (virus de la tristeza de los cítricos) 
CuSBV: Cucumber soil borne virus (virus del pepino transmitido por el suelo) 
CYLCV: Cestrum yellow leaf curl virus (virus de la hoja amarilla y rizada del Cestrum) 
CyRSV: Cymbidium ringspot virus (virus de las manchas anulares del Cymbidium) 
 
 
CYSDV: Cucurbit yellow stunning disorder virus (virus del enanismo amarillento de las 
cucurbitáceas) 
DdDp: DNA dependent-DNA polimerase (DNA polimerasa DNA dependiente) 
DdRp: DNA dependent-RNA polimerase (RNA polimerasa DNA dependiente) 
DGB: double gene block (bloque de dos genes) 
DI RNA: defective interfering RNA (RNA defectivo interferente) 
dsRNA: double stranded RNA (RNA de doble cadena) 
dsDNA: double stranded DNA (DNA de doble cadena) 
ELV: Elderberry latent virus (virus latente de la baya del saúco) 
FMV: Figwort mosaic virus (virus del mosaico del Figwort) 
FS: frameshift (desplazamiento de la pauta de lectura) 
GaMV: Galisonga mosaic virus (virus del mosaico del Galisonga) 
GFP: green fluorescent protein (proteína de fluorescencia verde) 
gRNA: genomic RNA (RNA genómico) 
HCRSV: Hibiscus chlorotic ringspot virus (virus de las manchas cloróticas en anillo del hibisco) 
ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses (Comité Internacional de Taxonomía de 
Virus) 
INSV: Impatiens necrotic spot virus (virus de las manchas necróticas del Impatiens) 
IRES: internal ribosome entry site (sitio de entrada interna de ribosomas) 
JINRV: Japanese iris necrotic ringspot virus (virus de los anillos necróticos del iris japonés) 
MCMV: Maize chlorotic mottle virus (virus del moteado clorótico del maíz) 
MNSV: Melon necrotic spot virus (virus de las manchas necróticas del melón) 
MP: movement protein (proteína de movimiento) 
mRNA: messenger RNA (RNA mensajero) 
NLVCV: Nootka lupine vein-clearing virus (virus del aclaramiento de las venas del lupino Nootka) 
ORF: open reading frame (pauta abierta de lectura) 
PABP: polyA-binding protein (proteína de unión a poliA) 
PARS: polypurine A-rich sequence (secuencia rica en polipurinas A) 
PCRPV: Pelargonium chlorotic ring pattern virus (virus del anillo clorótico del Pelargonium) 
PCSV: Peanut chlorotic streak virus (virus del rayado clorótico del cacahuete) 
 
 
PCV: Peanut clump virus (virus del macizo del cacahuete) 
PelRSV: Pelargonium ringspot virus (virus de la mancha clorótica del Pelargonium) 
PFBV: Pelargonium flower break virus (virus de la rotura del color de la flor del Pelargonium) 
pgRNA: pregenomic RNA (RNA pregenómico) 
PLCV: Pelargonium leaf curl virus (virus del rizado de la hoja del Pelargonium) 
PLPV: Pelargonium line pattern virus (virus del arabesco del Pelargonium) 
PLRV: Potato leafroll virus (virus de la hoja enrollada de la patata) 
PMMV: Pepper mild mottle virus (virus del moteado atenuado del pepino) 
PMTV: Potato mop-top virus (virus mop-top de la patata) 
PMV: Panicum mosaic virus (virus del mosaico del Panicum) 
PoLV: Photos latent virus (virus latente del Photos) 
PPV: Plum pox virus (virus de la sharka) 
PSNV: Pea stem necrosis virus (virus de la necrosis del tallo del guisante) 
PTGS: post-transcriptional gene silencing (silenciamiento génico postranscripcional) 
PVM: Potato virus M (virus M de la patata) 
PVX: Potato virus X (virus X de la patata) 
PVY: Potato virus Y (virus Y de la patata) 
PZSV: Pelargonium zonale spot virus (virus del punteado del geranio zonal) 
RCNMV: Red clover necrotic mosaic virus (virus del mosaico necrótico del trébol rojo) 
RdDp: RNA dependent-DNA polimerase (DNA polimerasa RNA dependiente) 
RdRp: RNA dependent-RNA polimerase (RNA polimerasa RNA dependiente) 
RT: readthrough (lectura a través del codón de parada) 
RTBV: Rice tungro bacilliform virus (virus baciliforme del tungro del arroz) 
RTSV: Rice tungro spherical virus (virus esférico del tungro del arroz) 
RYMV: Rice yellow mottle virus (virus del moteado amarillo del arroz) 
satRNA: satellite RNA (RNA satélite) 
SBMV: Southern bean mosaic virus (virus del mosaico del frijol del sur) 
SCV: Saguaro cactus virus (virus del cactus Saguaro) 
sgRNA: subgenomic RNA (RNA subgenómico) 
sORF: small ORF (pequeña ORF) 
 
 
SPCSV: Sweet potato chlorotic stunt virus (virus del enanismo clorótico del boniato) 
ssRNA: single stranded RNA (RNA de simple cadena) 
ssDNA: single stranded DNA (DNA de simple cadena) 
SPMV: satellite Panicum mosaic virus (virus satélite del mosaico del Panicum) 
TAV: translational transactivator protein (proteína de transactivación traduccional) 
TBSV: Tomato bushy stunt virus (virus del enanismo arbustivo del tomate) 
TCV: Turnip crinkle virus (virus del arrugamiento del nabo) 
TE: translational enhancer (estimulador de la traducción) 
TEV: Tobacco etch virus (virus del grabado del tabaco) 
TGB: triple gene block (bloque de tres genes) 
TLS: tRNA-like structure (estructura tipo tRNA) 
TMGMV: Tobacco mild green mosaic virus (virus del mosaico verde atenuado del tabaco) 
TMV: Tobacco mosaic virus (virus del mosaico del tabaco) 
TNV: Tobacco necrosis virus (virus de la necrosis del tabaco) 
ToRSV: Tomato ringspot virus (virus de las manchas anulares del tomate) 
TRSV: Tobacco ringspot virus (virus de las manchas anulares del tabaco) 
TSWV: Tomato spotted wild virus (virus del bronceado del tomate) 
TuMV: Turnip mosaic virus (virus del mosaico del nabo) 
TYMV: Turnip yellow mosaic virus (virus del mosaico amarillo del nabo) 
UPD: upstream pseudoknot domain (dominio pseudonudo aguas arriba) 
UTR: unstranlated region (región no traducible) 






















ANÁLISIS DE LAS RELACIONES ESTRUCTURA-FUNCIÓN EN EL VIRUS DEL ARABESCO DEL 
PELARGONIUM 
 
Una prospección realizada recientemente en España ha puesto de manifiesto que el virus del 
arabesco del Pelargonium (Pelargonium line pattern virus, PLPV) es el agente de tipo viral más 
frecuente en geranio (Pelargonium spp.) con porcentajes de incidencia que oscilan entre el 40 y el 
90% dependiendo del área geográfica examinada. Una situación similar es previsible en países de 
nuestro entorno y, probablemente, en otros más alejados. Se trata de un virus con partículas 
isométricas y un genoma monopartido de RNA de simple cadena y polaridad positiva cuyas 
infecciones naturales parecen restringidas a especies del género Pelargonium, aunque 
experimentalmente puede infectar especies muy diversas. Dada la escasez de datos sobre el PLPV 
y la importancia que el virus está adquiriendo como patógeno, en esta tesis hemos pretendido 
profundizar en sus características biológicas y moleculares. 
El primer objetivo abordado en este trabajo ha sido determinar la secuencia nucleotídica completa 
de su RNA genómico (gRNA). Esta molécula está constituida por 3883 nt y, mediante análisis in 
silico, inicialmente identificamos seis marcos abiertos de lectura (ORFs) que potencialmente 
codificaban proteínas de 27 (p27), 13 (p13), 87 (p87), 7 (p7), 6 (p6), y 37 kDa (p37). Estas ORFs 
están flanqueadas por una región no traducible (UTR) en 5´ inusualmente corta, con sólo 6 nt, y por 
una 3´ UTR de 246 nt. Tanto la organización de las ORFs en el RNA viral como la mayoría de sus 
productos potenciales se asemejaban mucho a los implicados en replicación (p27 y p87), movimiento 
(p7) y encapsidación (p37) de miembros del género Carmovirus (familia Tombusviridae). A pesar de 
las semejanzas que compartía el PLPV con miembros de dicho género, los carmovirus producen dos 
RNAs subgenómicos (sgRNAs) para la síntesis de las proteínas de movimiento y de cubierta, 
mientras que un análisis Northern indicó que el PLPV genera un solo sgRNA de aproximadamente 
1.7 kb presumiblemente implicado en la traducción de las proteínas p7, p6 y p37. Además, la región 
central del genoma de los carmovirus contiene dos pequeñas ORFs normalmente en distintas fases 
de lectura y con codones de iniciación canónicos que codifican dos proteínas de movimiento. Sin 
embargo, solo la p7 potencialmente codificada por el PLPV mostraba homología significativa con 
 
 
proteínas de movimiento mientras que no se encontraron homólogos claros para la p6 (cabe reseñar 
que tampoco para la p13). Además esta p6 debía ser expresada a partir de una ORF con un codón 
de iniciación no canónico y/o, alternativamente, mediante un mecanismo de “-1 frameshift” (FS) o de 
corrimiento de pauta de lectura que se produciría inmediatamente aguas arriba del codón de parada 
de la ORF (p7), generándose una proteína de 12 kDa (p7-FS ó p12). Esta posibilidad estaba 
apoyada por la presencia, inmediatamente aguas arriba de dicho codón de parada, de un 
heptanucleótido cuya secuencia se ajusta al motivo característico de este tipo de mecanismo, y por 
la posible formación de una estructura de tipo horquilla aguas abajo del mencionado codón. Es 
destacable que tanto la organización de ORFs como las estrategias de expresión génica predichas 
para el sgRNA del PLPV eran muy similares a las descritas para el único sgRNA del virus del 
mosaico del Panicum (PMV), que constituye el género Panicovirus dentro de la familia 
Tombusviridae.  
Además del PLPV, se habían descrito un conjunto de pequeños virus isométricos cuyas 
infecciones naturales parecían también restringidas a especies del género Pelargonium, entre los 
que se encontraban el virus de las manchas anulares de Pelargonium (Pelargonium ringspot virus, 
PelRSV) y el virus del anillo clorótico de Pelargonium (Pelargonium chlorotic ring pattern virus, 
PCRPV). Curiosamente el PCRPV codifica potencialmente cinco proteínas muy similares a las 
implicadas en replicación (p27 y p87), movimiento (p7 y p9) y encapsidación (p37) del género 
Carmovirus, pero produce un único sgRNA presumiblemente implicado en la traducción de las ORFs 
alejadas del extremo 5´ del gRNA y podría utilizar un mecanismo -1 FS para la traducción de una 
ORF interna de pequeño tamaño, al igual que había sido predicho para el PLPV. Algunos datos 
indican que estas características podrían ser compartidas por el PelRSV y por el virus latente de la 
baya del saúco (Elderberry latent virus, ELV) y, sobre la base de estas características comunes y de 
similitudes de secuencia, se propuso incluir a los cuatro agentes virales en un nuevo género dentro 
de la familia Tombusviridae, designado provisionalmente como Pelarspovirus.  
Las peculiaridades genómicas del PLPV (y su posible adscripción a un nuevo género) merecían 
sin duda ser estudiadas en mayor profundidad, por ello el siguiente objetivo fue la generación de un 
clon infeccioso del virus para llevar a cabo un análisis detallado de las relaciones estructura-función 
en el patógeno. Con esta finalidad, fusionamos un cDNA viral de longitud completa al promotor de la 
RNA polimerasa del fago T7 y lo ligamos a un vector de clonación de alto número de copias. Los 
 
 
transcritos generados in vitro a partir de la construcción resultante se inocularon mecánicamente en 
distintos huéspedes experimentales. Los resultados mostraron que los RNAs del PLPV sintetizados 
in vitro daban lugar a infecciones indistinguibles de aquellas establecidas por el aislado viral de 
partida en plantas de C. quinoa, N. clevelandii y N. benthamiana. Disponer de esta herramienta nos 
permitió desarrollar estrategias para obtener información acerca del papel de las distintas ORFs en 
el ciclo biológico del virus y de los mecanismos que median su expresión. 
Mediante experimentos de traducción in vitro y bioensayos de distintos mutantes identificamos las 
ORFs biológicamente activas del PLPV y obtuvimos datos acerca de la(s) etapa(s) del ciclo 
infeccioso en la(s) que están involucradas. Las funciones predichas inicialmente para las ORFs 
(p27), (p87), presuntamente implicadas en replicación, y para las ORFs (p7) y (p37), en movimiento 
y encapsidación, respectivamente, eran consistentes con los resultados de este trabajo, mientras 
que las ORFs (p13) y (p6), inicialmente identificadas in silico, no eran traducidas in vitro ni requeridas 
in vivo, de modo que probablemente carecen de significado biológico. En su lugar se identificó una 
nueva ORF, localizada en la región central del genoma, que se traducía a partir de un codon débil de 
iniciación (GUG) y que daba lugar a una proteína de tamaño 9.7 kDa implicada en el movimiento del 
virus. Esta proteína, además, mostraba una notable identidad de secuencia (44,4%) con otra de 
tamaño 9.4 kDa, potencialmente codificada por una ORF del PCRPV también ubicada en la región 
central del genoma y cuyo codón de inicio era, asimismo, un triplete no-AUG, lo que ampliaba las 
semejanzas entre estos dos virus, ambos miembros provisionales del género propuesto 
Pelarspovirus.  
Una vez determinada la función de las proteínas codificadas por el PLPV se inició un estudio 
sobre las estrategias que utiliza este patógeno para la expresión de todos sus genes.  Ensayos de 
traducción in vitro confirmaron que: i) el gRNA dirige la síntesis de las proteínas p27 y p87 de 
manera eficiente (la última mediante un mecanismo de lectura a través del codón de parada débil del 
gen p27), pese a carecer de una estructura cap en su extremo 5’, como ocurre en el resto de 
miembros de la familia Tombusviridae, y presentar una secuencia líder extremadamente corta (6 nt) 
y, ii) el sgRNA actúa como mRNA para la producción de las tres proteínas restantes, p7, p9.7 y p37, 
mediante escapes al proceso de rastreo o leaky-scanning. Estos procesos parecen estar favorecidos 
por el contexto subóptimo del codón de inicio del gen p7, por el codón débil de inicio (GUG) del gen 
 
 
p9.7, y por la ausencia de codones AUG adicionales en cualquier pauta de lectura en la región que 
precede al codón de inicio del gen p37 en el sgRNA.  
Por último se llevó a cabo un análisis de la variabilidad genética del PLPV para obtener 
información acerca de las presiones selectivas que operan sobre el genoma del virus. Para ello, se 
partió de una colección de aislados provenientes de plantas de P. zonale o P. peltatum con distintos 
orígenes geográficos y/o con diferentes fechas de recolección. La región genómica examinada, de 
1817 nt, comprendía una región parcial del gen de la RdRp, los genes de las proteínas de 
movimiento (p7 y p9.7) y de la CP, y la 3’ UTR. El análisis de las secuencias obtenidas ha permitido 
determinar algunos de los factores que actúan limitando la heterogeneidad viral como son la 
conservación de las secuencias aminoacídicas de determinados dominios de las proteínas, y la 
preservación del plegamiento de regiones reguladoras del genoma viral. El estudio de covariaciones 
dentro y entre proteínas también ha permitido identificar una red potencial de interacciones 
específicas probablemente requerida para mantener la conformación correcta de las proteínas 
virales y para conducir al RNA viral desde el proceso de replicación hasta su diseminación en la 
planta. Adicionalmente, mediante pases seriados de un aislado del PLPV en el huésped 
experimental C. quinoa, se ha demostrado que este patógeno es capaz de evolucionar de forma muy 
rápida y reproducible cuando es transferido a una nueva especie vegetal. Esta observación pone de 
manifiesto el papel crítico que desempeñan las presiones selectivas ejercidas por el huésped en la 







ANÀLISI DE LES RELACIONS ESTRUCTURA-FUNCIÓ EN EL VIRUS DE L'ARABESC DEL 
PELARGONIUM 
 
Una prospecció realitzada recentment a Espanya ha posat de manifest que el virus de l'arabesc 
del Pelargonium (Pelargonium line pattern virus, PLPV) és l'agent de tipus viral més freqüent en 
gerani (Pelargonium spp.) amb percentatges d'incidència que oscil·len entre el 40 i el 90% depenent 
de l'àrea geogràfica examinada. Una situació similar és previsible en països del nostre entorn i, 
probablement, en altres més allunyats. Es tracta d'un virus amb partícules isomètriques i un genoma 
monopartit de RNA de simple cadena i polaritat positiva les infeccions naturals del qual semblen 
restringides a espècies del gènere Pelargonium, encara que experimentalment pot infectar espècies 
molt diverses. Donada l'escassesa de dades sobre el PLPV i la importància que el virus està 
adquirint com a patogen, en aquesta tesi hem pretès aprofundir en les seues característiques 
biològiques i moleculars.  
El primer objectiu abordat en aquest treball ha estat determinar la seqüència nucleotídica 
completa del seu RNA genòmic (gRNA). Aquesta molècula està constituïda per 3883 nt i, mitjançant 
anàlisi in silico, inicialment identificàrem sis marcs oberts de lectura (ORFs) que potencialment 
codificaven proteïnes de 27 (p27), 13 (p13), 87 (p87), 7 (p7), 6 (p6), i 37 kDa (p37). Aquestes ORFs 
estan flanquejades per una regió no traduïble (UTR) en 5´ inusualment curta, amb només 6 nt, i per 
una 3´ UTR de 246 nt. Tant l'organització de les ORFs en l’ RNA viral com la majoria dels seus 
productes potencials s'assemblaven molt als implicats en replicació (p27 i p87), moviment (p7) i 
encapsidació (p37) de membres del gènere Carmovirus (família Tombusviridae). A pesar de les 
semblances que compartia el PLPV amb membres d'aquest gènere, els carmovirus produïxen dos 
RNAs subgenòmics (sgRNAs) per a la síntesi de les proteïnes de moviment i de coberta, mentre que 
un anàlisi Northern va indicar que el PLPV genera un sol sgRNA d'aproximadament 1.7 kb 
presumiblement implicat en la traducció de les proteïnes p7, p6 i p37. A més, la regió central del 
genoma dels carmovirus conté dos xicotetes ORFs normalmente en diferents fases de lectura i amb 
codons d'iniciació canònics que codifiquen dues proteïnes de moviment. No obstant això, solament la 
p7 potencialment codificada pel PLPV mostrava homologia significativa amb proteïnes de moviment 
 
 
mentre que no es van trobar homòlegs clars per a la p6 (cal ressenyar que tampoc per a la p13). A 
més aquesta p6 del PLPV havia d’ésser expressada a partir d'una ORF amb un codó d'iniciació no 
canònic i/o, alternativament, mitjançant un mecanisme de “-1 frameshift” (FS) o de corriment de 
pauta de lectura que es produiria immediatament aigües dalt del codó de parada de la ORF (p7), 
generant-se una proteïna de 12 kDa (p7-FS o p12). Aquesta possibilitat es veia recolzada per la 
presència, immediatament aigües a dalt de l'esmentat codó, d'un heptanucleòtid la seqüència del 
qual s'ajusta al motiu característic d'aquest tipus de mecanisme, i per la possible formació d'una 
estructura de tipus forqueta aigües abaix de l'esmentat codó. És remarcable que tant l'organització 
de ORFs com les estratègies d'expressió gènica predites per al sgRNA del PLPV eren molt similars a 
les descrites per a l'únic sgRNA del virus del mosaic del Panicum (PMV), que constituïx el gènere 
Panicovirus dins de la família Tombusviridae. 
A més del PLPV, s'havien descrit un conjunt de xicotets virus isomètrics les infeccions naturals 
dels quals semblaven també restringides a espècies del gènere Pelargonium, entre els quals es 
trobaven el virus de les taques anulars de Pelargonium (Pelargonium ringspot virus, PelRSV) i el 
virus de l'anell cloròtic del Pelargonium (Pelargonium chlorotic ring pattern virus, PCRPV). 
Curiosament el PCRPV codifica potencialment cinc proteïnes molt similars a les implicades en 
replicació (p27 i p87), moviment (p7 i p9) i encapsidació (p37) del gènere Carmovirus, però produix 
un únic sgRNA presumiblement implicat en la traducció de les ORFs allunyades de l'extrem 5´ del 
gRNA i podria utilitzar un mecanisme -1 FS per a la traducció d'una ORF interna de poca grandària, 
igual que havia estat predit per al PLPV. Algunes dades indiquen que aquestes característiques 
podrien ser compartides pel PelRSV i pel virus latent de la baia del saüc (Elderberry latent virus, 
ELV) i, sobre la base d'aquestes característiques comunes i de similituds de seqüència, es va 
proposar incloure als quatre agents virals en un nou gènere dins de la família Tombusviridae, amb el 
nom provisional de Pelarspovirus. 
Les peculiaritats genòmiques del PLPV (i la seua possible adscripció a un nou gènere) mereixien 
sens dubte ser estudiades en major profunditat, per això el següent objectiu va ser la generació d'un 
clon infecciós del virus per a portar a terme un anàlisi detallat de les relacions estructura-funció en el 
patogen. Amb esta finalitat, fusionarem un cDNA viral de longitud completa al promotor de l’ RNA 
polimerasa del fago T7 i ho lligarem a un vector de clonació d'alt nombre de còpies. Els transcrits 
generats in vitro a partir de la construcció resultant es van inocular mecànicament en diferents hostes 
 
 
experimentals. Els resultats van mostrar que els RNAs del PLPV sintetitzats in vitro donaven lloc a 
infeccions indistingibles d'aquelles establertes per l'aïllat viral de partida en plantes de C. quinoa, N. 
clevelandii i N. benthamiana. Disposar d'aquesta eina ens va permetre desenvolupar estratègies per 
a obtenir informació sobre el paper de les distintes ORFs en el cicle biològic del virus i dels 
mecanismes que intervienen en la seua expressió.  
Mitjançant experiments de traducció in vitro i bioassajos de distints mutantes identificàrem les 
ORFs biològicament actives del PLPV i vam obtenir dades sobre la/les etapa(es) del cicle infecciós 
en la/les que estan involucrades. Les funcions predites inicialment per a les ORFs (p27), (p87), 
presumptivament implicades en replicació, i per les ORFs (p7) i (p37), en moviment i encapsidació, 
respectivament, eren consistents amb els resultats d'aquest treball, mentre que les ORFs (p13) i 
(p6), inicialment identificades in silico, no eren traduïdes in vitro ni requerides in vivo, de manera que 
probablement careixen de significat biològic. En el seu lloc es va identificar una nova ORF, 
localitzada en la regió central del genoma, que es traduïa a partir d'un codó feble d'iniciació (GUG) i 
que donava lloc a una proteïna de grandària 9.7 kDa implicada en el moviment del virus. Aquesta 
proteïna a més, mostrava una notable identitat de seqüència (44,4%) amb una altra de grandària 9.4 
kDa, potencialment codificada per una ORF del PCRPV també situada en la regió central del 
genoma i que el seu codó d'inici era, així mateix, un triplet no-AUG, el que ampliava les semblances 
entre aquests dos virus, ambdós membres provisionals del gènere proposat Pelarspovirus. 
Una vegada determinada la funció de les proteïnes codificades pel PLPV es va iniciar un estudi 
sobre les estratègies que utilitza aquest patogen per a l’expressió de tots els seus gens. Assajos de 
traducció in vitro van confirmar que: I) el gRNA dirigeix la síntesi de les proteïnes p27 i p87 de 
manera eficient (l'última mitjançant un mecanisme de lectura a través del codó de parada feble del 
gen p27), malgrat mancar d'una estructura cap en el seu extrem 5’, com ocorre en la resta de 
membres de la família Tombusviridae, i presentar una seqüència capdavantera extremadament curta 
(6 nt) i, II) el sgRNA actua com mRNA per a la producció de les tres proteïnes restants, p7, p9.7 i 
p37, mitjançant escapes al procés de rastrege ribosomal o leaky-scanning. Aquests processos 
semblen estar afavorits pel context subòptim del codó d'inici del gen p7, pel codó feble d'inici (GUG) 
del gen p9.7, i per l'absència de codons AUG adicionals en qualsevol pauta de lectura en la regió 
que precedeix al codó d'inici del gen p37 en el sgRNA. 
 
 
Finalment es va portar a terme un anàlisi de la variabilitat genètica del PLPV per tal d’obtindre 
informació sobre les pressions selectives que operen sobre el genoma del virus. Per a tal efecte, es 
va partir d'una col·lecció d'aïllats provinents de plantes de P. zonale o P. peltatum amb diferents 
orígens geogràfics i/o amb diferents dates de recol·lecció. La regió genòmica examinada, de 1817 nt, 
comprenia una regió parcial del gen de la RdRp, els gens de les proteïnes de moviment (p7 i p9.7) i 
de la CP, i la 3’ UTR. L'anàlisi de les seqüències obtingudes ha permès determinar alguns dels 
factors que actuen limitant l'heterogeneïtat viral com són la conservació de les seqüències 
aminoacídiques de determinats dominis de les proteïnes, i la preservació del plegament de regions 
reguladores del genoma viral. L'estudi de covariacions dins i entre proteïnes també ha permès 
identificar una suposada xarxa d'interaccions específiques probablement requerida per a mantenir la 
conformació correcta de les proteïnes virals i per a conduir l’RNA viral des del procés de replicació 
fins a la seua disseminació en la planta. Addicionalment, mitjançant passades seriades d'un aïllat del 
PLPV en l'hoste experimental C. quinoa, s'ha demostrat que aquest patogen és capaç d'evolucionar 
de forma molt ràpida i reproduïble quan és transferit a una nova espècie vegetal. Aquesta observació 
posa de manifest el paper crític que ocupen les pressions selectives exercides per l'hoste en 






ANALYSIS OF STRUCTURE-FUNCTION RELATIONSHIPS IN PELARGONIUM LINE PATTERN 
VIRUS 
 
A recent survey made in Spain showed that the Pelargonium line pattern virus (PLPV) is the most 
frequent viral agent in geranium (Pelargonium spp.), with percentages of incidence ranging from 40 to 
90 % depending on the examined geographical area. A similar situation is predictable in neighbouring 
countries and probably worldwide. PLPV produces isometric particles and has a single stranded 
monopartite RNA genome of positive polarity. Natural infections of the virus seem to be restricted to 
species of the genus Pelargonium, though diverse plant species can become experimentally infected. 
Due to the scarce data on PLPV and to the relevance that the virus is acquiring as pathogen, in this 
thesis we have intended to deep our knowledge on its biological and molecular characteristics. 
The first objective of this work has been to determine the complete nucleotide sequence of PLPV 
genomic RNA (gRNA). This molecule comprises 3883 nt and, by in silico analysis, we initially 
identified six open reading frames (ORFs) potentially encoding proteins of 27 (p27), 13 (p13), 87 
(p87), 7 (p7), 6 (p6), and 37 kDa (p37). These ORFs are flanked by an unusually short untranslatable 
region (UTR) at the 5’ side with just 6 nt, and by a 3’ UTR of 246 nt. The arrangement of the ORFs in 
the gRNA as well as the majority of its potential products were very similar to those involved in 
replication (p27 and p87), movement (p7) and encapsidation (p37) of members of the genus 
Carmovirus (family Tombusviridae). However, some unique features distinguished PLPV from 
carmoviruses. The latter ones produce two subgenomic RNAs (sgRNAs) for the synthesis of the 
movement and coat proteins, while a Northern blot analysis revealed that PLPV generates a single 
sgRNA, of approximately 1.7 kb, presumably involved in the translation of the proteins p7, p6 and 
p37. In addition, the central region of the carmovirus genome contains two small ORFs usually in 
different reading frames and with canonical initiation codons which code for two movement proteins. 
However, only the putative p7 of PLPV showed significant homology with movement proteins, while 
clear homologous could not be found for p6 (and neither for p13). Moreover, the ORF potentially 
encoding p6 had a non canonical initiation codon though, alternatively, this protein could be 
expressed through a -1 frameshift (FS) mechanism that would take place immediately upstream of 
 
 
the stop codon of the ORF (p7), giving rise to a protein of 12 kDa (p7-FS or p12). This possibility was 
supported by the presence, immediately upstream of the mentioned stop codon, of a heptanucleotide 
whose sequence fits the canonical frameshifting motif. In addition, the formation of a stem-loop 
downstream of the putative shifty site was predicted, a type of structure which seems to favour 
frameshifting. Outstandingly, the arrangement of ORFs as well as the anticipated strategies of gene 
expression from PLPV sgRNA were very similar to those described for the single sgRNA of the 
Panicum mosaic virus (PMV), the only member of the genus Panicovirus in the family Tombusviridae.  
Besides PLPV, a group of small isometric viruses whose natural infections also seem restricted to 
species from the genus Pelargonium had been described. This group included Pelargonium ringspot 
virus (PelRSV) and Pelargonium chlorotic ring pattern virus (PCRPV). Remarkably, PCRPV 
potentially encodes five proteins very similar to those involved in replication (p27 and p87), 
movement (p7 and p9) and encapsidation (p37) in the genus Carmovirus. However, as predicted for 
PLPV, PCRPV generates a single sgRNA that is likely involved in the translation of 5’-distal ORFs of 
the gRNA  and could use a -1 FS mechanism for the expression of an internal small ORF. Some data 
indicate that these characteristics could be shared by PelRSV and Elderberry latent virus, (ELV) and, 
on the bases of these common characteristics and of sequence similarities, it was proposed to group 
the four viral agents in a prospective new genus in the family Tombusviridae, named Pelarspovirus. 
The genomic peculiarities of PLPV (and its possible adscription to a new genus) deserved to be 
studied in depth, thus the next objective was to obtain an infectious clone of the virus in order to carry 
out a detailed analysis of the structure-function relationships in the pathogen. To this aim, a full length 
viral cDNA was fused to the promoter of bacteriophage T7 RNA polymerase and subsequently ligated 
to a high-copy-number vector. The transcripts generated in vitro from the resulting construct were 
mechanically inoculated in different experimental hosts. These in vitro synthesized PLPV RNAs gave 
rise to infections indistinguishable to those established by the parental virus in C. quinoa, N. 
clevelandii and N. benthamiana plants. The availability of this tool has allowed us to develop 
strategies aimed at obtaining information on the role of the different ORFs in the biological cycle of 
the virus and on the mechanisms that mediate their expression. 
Through in vitro translation experiments and bioassays of different mutants, we identified the 
biologically active ORFs of PLPV and obtained data about the step(s) of the infectious cycle in which 
they are implicated. The results of this study were consistent with the anticipated functions of ORFs 
 
 
(p27) and (p87), involved in replication, and ORFs (p7) and (p37), involved in movement and 
encapsidation, respectively, while ORFs (p13) and (p6), initially identified in silico, were not translated 
in vitro nor required in vivo, so they likely lack biological significance. On the other hand, a new ORF 
located in the central region of the genome was identified, which bears a weak initiation codon (GUG) 
and encodes a protein of 9.7 kDa involved in the movement of the virus. Remarkably, this PLPV 
protein shares notable sequence identity (44.4%) with a 9.4 kDa protein potentially encoded by a 
centrally located ORF of PCRPV. The initiation codon of such ORF would also correspond to a non-
AUG triplet, further extending the resemblances among PLPV and PCRPV, both tentative members 
of the prospective genus Pelarspovirus.  
Once the function of the proteins encoded by PLPV was determined, we investigated the 
strategies that this pathogen employs for translation of all its genes. The layout of in vitro translation 
experiments confirmed that: i) the gRNA directs efficient translation of proteins p27 and p87 (the latter 
by read-through of the weak stop codon of gene p27), despite lacking a cap structure at the 5’ end, 
as most (if not all) members of the family Tombusviridae, and having an extremely short leader 
sequence (6nt), and, ii) the sgRNA acts as mRNA for the production of the three remaining proteins 
p7, p9.7 and p37, through leaky-scanning processes. These processes seem to be favoured by the 
suboptimal context of the starting codon of the gene p7, by the weak codon of initiation (GUG) of the 
gene p9.7, and by the absence of additional AUG codons in any reading frame in the region 
preceding the initiation codon of the gen p37 in the sgRNA. 
Finally, in order to get insights into the selective pressures that operate on the PLPV genome, the 
molecular diversity of the virus was assessed using a collection of isolates from different geographical 
origins, Pelargonium spp., and collecting times. The genomic region examined was 1817 nt long and 
comprised the complete movement (p7 and p9.7) and coat protein genes as well as flanking 
segments including the 3´-proximal region of the RdRp gene and the entire 3’ UTR. The results of 
sequence analyses have allowed to identify some constraints limiting virus heterogeneity such as the 
conservation of the aminoacidic sequences of specific domains of the proteins and the preservation 
of certain foldings of RNA regulatory regions. Covarying amino acids within and between proteins 
have allowed to infer a potential network of specific interactions probably required to maintain the 
correct conformation of the viral proteins and to drive the viral RNA from the replication process to its 
dissemination in the plant. Additionally, through serial passages of a PLPV variant in the experimental 
 
 
host C. quinoa, we have proved that this pathogen is able to evolve in a very fast and reproducible 
fashion when it is transferred to a new plant species. This result highlights the strong selective 
pressures imposed by the host on the genetic structure of PLPV populations and suggests that the 
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1. ANTECEDENTES DE LA VIROLOGÍA 
 
Los orígenes de la disciplina científica conocida hoy día como Virología apenas se remontan 
a finales del siglo XIX, cuando se empezaron a llevar a cabo las primeras investigaciones 
científicas centradas en el estudio de enfermedades de las plantas cuyo agente causal era un 
virus. En esta época, los resultados obtenidos en microbiología médica habían establecido 
sólidamente la teoría de que las enfermedades infecciosas son causadas por gérmenes 
microscópicos que podían ser cultivados en medios nutritivos especiales y aislados por medio 
de filtros muy finos capaces de retener a dichos microorganismos. Sin embargo, en 1892 el 
ruso Dimitri Ivanovsky demostró que el agente causal de la enfermedad vegetal conocida como 
mosaico del tabaco, descrita en 1886 por Adolf Mayer, era capaz de pasar a través de filtros a 
prueba de bacterias y no podía ser observado bajo el microscopio ni cultivado en medios 
artificiales. Estos resultados llevaron a Ivanovsky a especular que el mosaico del tabaco era 
causado por un germen productor de toxinas, que serían las que atravesaban el filtro 
bacteriológico. En 1898, el holandés Martinus Beijerinck realizó experimentos más rigurosos 
que demostraron que el agente del mosaico del tabaco podía multiplicarse en los tejidos de las 
plantas infectadas, una observación que descartaba la posibilidad de que se tratara de una 
toxina. Beijerinck lo denominó “contagium vivum fluidum”  y concluyó que debía tratarse de una 
substancia disuelta o soluble, capaz de replicarse pero solamente cuando se encontraba 
incorporada al protoplasma de la célula viva infectada.  
En 1935 el químico Wendell Stanley pudo aislar el virus causante del mosaico del tabaco 
(Tobacco mosaic virus, TMV, Tobamovirus) y purificarlo en forma cristalina. Este hecho 
representó la primera cristalización de un material biológico supuestamente vivo. En 1937 
Bawden y Pirie pusieron de manifiesto que el TMV estaba compuesto por proteína y ácido 
ribonucleico (RNA), y no fue hasta 1952 cuando se demostró que la información genética 
reside en los ácidos nucleicos. Hershey y Chase infectaron Escherichia coli con un virus 
bacteriano y el resultado indicó que solamente el DNA viral penetraba en las bacterias y éste 
era suficiente para causar una infección efectiva. La proteína de la cubierta viral (coat protein, 
CP) no era necesaria para producir la infección y su función parecía ser la de proteger al ácido 
nucleico y permitir la adsorción del virus a las células. Los resultados de este experimento 
sirvieron para demostrar que el DNA constituye el material genético hereditario. En 1956 
 
 
4 Introducción General 
Fraenkel-Conrat y colaboradores demostraron la infectividad del RNA del TMV y el papel 
protector de la CP, poniendo de manifiesto que el RNA, al igual que el DNA, también era 
portador de la información genética. Estos descubrimientos marcaron el inicio de la Virología 
moderna.  
Un virus puede definirse como un conjunto de una o más moléculas de ácidos nucleicos, 
normalmente encapsidada/s en una/s cubierta/s de protección de proteínas o lipoproteínas, 
capaz de multiplicarse en el interior de la célula hospedadora. Se trata de parásitos 
intracelulares que utilizan la maquinaria metabólica de la célula huésped para poder 
propagarse. Es un proceso que incluye varias síntesis separadas y el ensamblaje posterior de 
todos los componentes para dar origen a nuevas partículas infecciosas.  
Los virus muestran una gran diversidad en tamaño y forma. Resulta difícil establecer un 
concepto clasificador, de hecho hay muchos criterios para ello, entre los que destacan: i) la 
forma de la partícula vírica o virión, ii) la presencia o no de cubierta proteica o lipoproteica, iii) el 
tipo de ácido nucleico que poseen. Atendiendo a este último criterio, los virus pueden presentar 
genomas de RNA de simple cadena y polaridad positiva (ssRNA+), simple cadena y polaridad 
negativa (ssRNA-), RNA de doble cadena (dsRNA), o genomas de DNA que a su vez pueden 
ser de simple (ssDNA) o de doble cadena (dsDNA) (Fauquet et al., 2005). Dependiendo del tipo 
de ácido nucleico, los virus seguirán distintos pasos para su replicación. En los virus de 
ssRNA+ el genoma actúa directamente como RNA mensajero (mRNA) para la traducción de 
las proteínas virales que se encargarán de replicar el RNA viral. A su vez, servirá de molde 
para la síntesis de la hebra complementaria, un proceso catalizado por la RNA polimerasa-RNA 
dependiente (RNA dependent-RNA polimerase, RdRp) codificada por el propio patógeno. A 
partir de las hebras complementarias se generarán nuevas hebras positivas, que serán el 
material genético de la progenie viral. En los virus de ssRNA- se sintetiza inicialmente un RNA 
de polaridad positiva que sirve, por un lado, como molde para la producción de nuevas 
moléculas de RNA con polaridad negativa que constituyen el genoma de la progenie y, por 
otro, como mRNA para la traducción de proteínas virales. Para sintetizar el RNA de polaridad 
positiva se utiliza la RdRp viral que está contenida en el propio virión en este tipo de virus, al 
igual que en virus de dsRNA, donde también será la encargada de sintetizar los mRNAs virales 




monocatenario pasa a ser bicatenario por medio de una DNA polimerasa-DNA dependiente 
(DNA dependent-DNA polimerase, DdDp) de la célula huésped. A partir de los dsDNAs se 
generan los mRNAs virales, un proceso mediado por una RNA polimerasa-DNA dependiente 
(DNA dependent-RNA polimerase, DdRp) del huésped y, a su vez, los dsDNAs sirven como 
molde para la síntesis de nuevas moléculas de ssDNA que constituyen el genoma de la 
progenie. Por último, en el caso de los virus de dsDNA se han de sintetizar los mRNAs, 
normalmente mediante una DdRp de la célula huésped, que dirigen la traducción de proteínas 
virales. La multiplicación del dsDNA para generar la progenie es catalizada habitualmente por 
una DpDd del huésped aunque existen casos en que la maquinaria replicacional es codificada 
enteramente por el virus. En el caso de virus de plantas, algunos de los mRNAs virales actúan 
como intermediarios replicativos, sirviendo para la síntesis de nuevas moléculas de dsDNA, un 
proceso de retrotranscripción asistido por una DNA polimerasa-RNA dependiente (RNA 
dependent-DNA polimerase, RdDp) codificada por el propio virus. Los retrovirus de animales 
siguen un proceso similar para su replicación, con la diferencia importante de que la forma 
infecciosa es el ssRNA+ y de que el intermediario de dsDNA se integra en el genoma del 
huésped (Fauquet et al., 2005). Los virus de ssRNA+ se pueden clasificar en tres grupos 
dependiendo de las similaridades que muestran sus correspondientes RdRps: supergrupo I 
(virus tipo picorna), supergrupo II (virus tipo carmo y tipo flavi) y supergrupo III (virus tipo alfa) 
(Koonin y Dolja, 1991; Koonin y Dolja, 1993).  
Los genomas virales raramente superan las 10 kilobases (kb) debido a restricciones 
derivadas de la necesidad de adaptarse fácilmente al medio y de conseguir una replicación y 
encapsidación rápida y eficiente. El número de proteínas que codifican es variable, 
normalmente entre cuatro y diez, que a su vez suelen ser multifuncionales. Los virus utilizan 
diferentes estrategias para conseguir que todos sus genes sean accesibles a la maquinaria de 
síntesis proteica de la célula huésped. Dichas estrategias incluyen la partición de su genoma 
en varios componentes, la síntesis de RNAs subgenómicos (sgRNAs) a partir de los RNAs 
genómicos (gRNAs), el procesamiento proteolítico de una única poliproteína, el solapamiento 
de pautas abiertas de lectura (open reading frames, ORFs), etc. Además de las regiones 
codificantes, el genoma viral contiene regiones nucleotídicas no traducibles (unstranlated 
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regions, UTRs) en los extremos 5’ y 3’ que desempeñan un papel importante en la replicación y 
traducción viral. 
En la actualidad hay descritas más de 800 especies de virus de plantas (Fig. 1) que se 
clasifican en 20 familias y 88 géneros, lo que refleja la gran variabilidad existente entre los 
mismos (Fauquet et al., 2005). La mayoría de ellos (más del 80%) presentan genomas de 
ssRNA+. 
 
Fig. 1. Síntomas inducidos por diferentes virus en distintas especies vegetales. (A) Virus de las manchas necróticas en 
anillo del ciruelo. (B) Virus de la rotura del color del tulipán. (C) Virus del moteado del pimiento dulce. (D) Virus de los 
anillos cloróticos del pimiento morrón (E) Virus Y de la patata. (F) Virus de la tristeza de los cítricos. (G) Virus de la 
psoriasis de los cítricos. 
 
El virus objeto de estudio de esta tesis doctoral es el virus del arabesco del Pelargonium 
(Pelargonium line pattern virus, PLPV). Actualmente no está adscrito formalmente a ningún 
grupo viral aunque, como se pondrá de manifiesto en esta memoria, se puede considerar un 
miembro de la familia Tombusviridae que comparte propiedades con especies de los géneros 
Carmovirus y Panicovirus. A continuación se describen las características generales de la 








2. FAMILIA TOMBUSVIRIDAE 
  
La familia Tombusviridae está constituida por ocho géneros: Tombusvirus (15 especies 
definitivas y 1 especie provisional), Avenavirus (1 especie), Carmovirus (14 especies definivas y 
8 provisionales), Necrovirus (6 especies definitivas y 2 provisionales), Dianthovirus (3 especies 
definitivas y 3 provisionales), Machlomovirus (1 especie), Aureusvirus (2 especies) y 
Panicovirus (1 especie definitiva y 1 especie provisional) (Lommel et al., 2005). 
Los componentes de esta familia presentan una distribución mundial, con una mayor 
incidencia en las regiones templadas. Su gama de huéspedes naturales incluye a plantas 
monocotiledóneas o dicotiledóneas, pero no ambas a la vez. La gama de huéspedes 
experimentales suele ser muy amplia para cada especie viral. La infección a menudo está 
limitada al sistema radicular, pero en otros casos, dependiendo del huésped, el virus puede 
invadir la planta sistémicamente. Se transmiten por inoculación mecánica y por propagación 
vegetativa; además se encuentran en ambientes naturales (aguas superficiales y tierras de 
cultivo) por lo que, en general, no necesitan vectores para su transmisión, aunque en varios 
casos se ha descrito la transmisión de virus por medio de vectores biológicos. La 
sintomatología causada por la infección de estos virus presenta con frecuencia rasgos 
comunes e incluye moteado, arrugamiento, necrosis y deformación de las hojas. Sin embargo, 
las infecciones pueden ser también asintomáticas y la inducción o no de efectos fenotípicos 
parece estar condicionada por el aislado del virus, la especie vegetal y/o las condiciones 
ambientales. 
El genoma de los miembros de esta familia, con excepción del género Dianthovirus (que 
contienen dos gRNAs), está constituido por una molécula de ssRNA+ con un tamaño que oscila 
entre 3.7 y 4.8 kb (Fig. 2). El extremo 3’ de dicho RNA no está poliadenilado y el extremo 5’ no 
parece estar protegido. Sólo en el caso del virus del moteado del clavel (Carnation mottle virus, 
CarMV, Carmovirus), del virus del mosaico necrótico del trébol rojo (Red clover necrotic mosaic 
virus, RCNMV, Dianthovirus), y del virus del moteado clorótico del maíz (Maize chlorotic mottle 
virus, MCMV, Machlomovirus) se ha apuntado la existencia de una estructura cap, pero 
revisiones recientes de esta cuestión en el RCNMV han mostrado que el extremo 5’ carece de 
esta estructura (Mizumoto et al., 2006; Iwakawa et al., 2007), y es posible que la situación sea 
similar en el CarMV y MCMV.  
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Fig. 2. Representación de la organización genómica de las especies tipo de los géneros pertenecientes a la familia 
Tombusviridae. Las diferentes ORFs se representan como cajas de distintos colores que indican la función de las 
proteínas que codifican: i) azul: proteínas implicadas en replicación, ii) rosa: proteína de cubierta, iii) gris: proteínas 
implicadas en movimiento, iv) blanco: ORF de función desconocida. 
 
La organización genómica difiere entre los géneros de esta familia (Fig. 2), siendo el rasgo 
común de todos ellos la producción de una RdRp muy conservada que es traducida a partir de 
una ORF que, con excepción del género Dianthovirus, está interrumpida por un codón de 
parada débil que no es reconocido en determinadas rondas de traducción produciéndose un 
proceso de lectura a través (readthrough). Los miembros del género Dianthovirus expresan la 
RdRp mediante un corrimiento de -1 nt en la pauta de lectura (frameshift -1) de los ribosomas 




pertenecientes a los géneros Dianthovirus y Avenavirus poseen cuatro ORFs, mientras que el 
resto de los géneros de la familia contienen al menos cinco. Los géneros Machlomovirus y 
Panicovirus pueden extender uno de los genes de las proteínas de movimiento (MPs) por la 
presencia de un codón de terminación débil que permite la lectura a través (Machlomovirus), o 
de un heptanucleótido que facilita un proceso de corrimiento de lectura (Panicovirus), dando 
lugar a la generación de nuevas ORFs. Las ORFs 1 y 2 son expresadas a partir del gRNA, 
mientras que las situadas en posición 3’-proximal se expresan a partir de sgRNAs. Con la 
excepción del MCMV (Fig. 2), el gen de la RdRp es la ORF más cercana al extremo 5’. Para 
todos los géneros, la localización del gen que codifica la CP es interna o 3’-proximal (Lommel 
et al., 2005). 
Morfológicamente todos los miembros de la familia Tombusviridae se caracterizan por 
presentar partículas formadas por 180 subunidades de la misma proteína (CP) con simetría 
icosaédrica (T=3). Los viriones de los distintos géneros presentan dos orígenes filogenéticos 
diferentes. Por un lado, los géneros Aureusvirus, Avenavirus, Carmovirus, Dianthovirus y 
Tombusvirus, producen partículas con una forma redondeada, superficie granular y un diámetro 
de 32-35 nm. Cada subunidad proteica se pliega en tres dominios estructurales distintos: i) R, 
el dominio interno N-terminal que contiene un gran número de residuos proteicos cargados 
positivamente y que interacciona con el RNA, ii) S, el dominio armazón que constituye el 
esqueleto de la cápsida y que se conecta mediante un brazo amino terminal al dominio R, y iii) 
P, el dominio C-terminal que se proyecta hacia fuera y proporciona al virus su apariencia 
granular (Fig. 3A). Los dominios P se agrupan en parejas para formar 90 proyecciones sobre la 
superficie de la partícula, y los contactos entre dímeros son importantes para el ensamblaje y la 
estabilización de la estructura del virión. El dominio S forma una estructura cilíndrica 
compuesta por hebras ß. Dos sitios de unión a Ca++ estabilizan los contactos entre dominios S. 
Los viriones de los géneros Machlomovirus, Necrovirus y Panicovirus, se componen de 
cubiertas proteicas que carecen del dominio P, lo que les proporciona una superficie de 















Fig. 3. (A) Representación de una partícula vírica de un miembro del género Tombusvirus, con proyecciones de los 
dominios P que proporcionan al virión el característico aspecto granulado. (B) Representación de una partícula vírica 
de un miembro del género Necrovirus, que se compone de cápsidas proteicas que carecen del dominio P. 
 
Las MPs de los componentes de esta familia también tienen diferentes orígenes 
filogenéticos: i) Avenavirus, Carmovirus, Machlomovirus, Necrovirus y Panicovirus, codifican 
una proteína de 7-9 kDa que está acompañada en todos los casos, excepto en el género 
Avenavirus, por una proteína de 6-12 kDa, ii) Tombusvirus y Aureusvirus codifican una proteína 
de tamaño 22-27 kDa, junto con una adicional de 14-19 kDa que también está implicada en 
movimiento y en el aumento de la severidad de los síntomas y, iii) Dianthovirus producen una 
proteína de 35 kDa. Además de las ORFs implicadas en el movimiento viral, existen ORFs muy 
próximas en el genoma y de función desconocida en los géneros Necrovirus y Machlomovirus 
(Lommel et al., 2005). 
La replicación tiene lugar en el citoplasma celular, posiblemente en vesículas membranosas 
que pueden estar asociadas al retículo endoplasmático o a orgánulos como peroxisomas, 
mitocondrias, o más raramente, cloroplastos. Los viriones se acumulan en el citoplasma y 
vacuolas, algunas veces en forma cristalina (Lommel et al., 2005). 
 Los virus de la familia Tombusviridae poseen en la 3’ UTR secuencias y/o estructuras que 
están implicadas en la replicación y la traducción viral. Algunos de estos motivos estructurales 
funcionan como promotores que son reconocidos por la RdRp para el comienzo de la síntesis 
de las cadenas de RNA de polaridad negativa a partir del extremo 3’ de las de polaridad 
positiva. Dichos promotores pueden corresponder tanto a elementos de estructura primaria 
como secundaria e incluso terciaria (Turner y Buck, 1999; Wang y Wong, 2004; White y Nagy, 
2004). En los géneros Carmovirus y Tombusvirus, el promotor mínimo incluye los 19 últimos 




estructura de tipo horquilla flanqueada en 3’ por una secuencia de simple cadena, CUGCCC, 
en el caso de Carmovirus (Simon y Howell, 1986; Song y Simon, 1995; Stupina y Simon, 1997; 
Carpenter y Simon, 1998) y CCC en el caso de Tombusvirus (White y Nagy, 2004). Estas 
bases desapareadas especifican el sitio de iniciación de la síntesis de las cadenas de RNA de 
polaridad negativa y, aunque la función de la horquilla no se ha determinado de forma precisa, 
se ha observado que su desestabilización da lugar a una disminución notable en los niveles de 
replicación en plantas y protoplastos (Havelda et al., 1995; Fabian et al., 2003). Una vez 
sintetizada la cadena negativa, la RdRp debe reconocer secuencias/estructuras específicas en 
su 3’ UTR (que corresponde a la 5’ UTR del ssRNA+) para la síntesis de la cadena de 
polaridad positiva (Panavas et al., 2002). Además de los promotores se han descrito elementos 
estimuladores de la replicación (replication enhancers) que actúan potenciando la síntesis de 
cadenas positivas, y elementos supresores de la replicación que disminuyen la síntesis de 
cadenas negativas; ambos tipos de elementos probablemente son en gran parte responsables 
de la asimetría entre cadenas positivas y negativas que caracteriza a la replicación viral (Ray y 
White, 1999; Nagy et al., 1999b, 2001; Pogany et al., 2003; Zhang et al., 2004a, 2004b; 
Panavas y Nagy, 2005; Na y White, 2006)   
Los virus de esta familia codifican una o más proteínas que son traducidas a partir de 
sgRNAs. La producción de sgRNAs es una estrategia desarrollada por los virus para subsanar 
la escasa o nula eficiencia de la traducción de ORFs internas o 3’-terminales, originada por la 
dependencia de los ribosomas eucarióticos del extremo 5’ del mRNA. Se han propuesto 
diferentes mecanismos para la síntesis de los sgRNAs: i) iniciación interna, en el que la 
replicasa inicia la transcripción del sgRNA internamente a partir del gRNA de polaridad 
negativa, ii) síntesis discontinua, descrita en el caso concreto de la familia Nidoviridae, y iii) 
terminación prematura de la síntesis de cadenas negativas que a su vez servirán de molde 
para la síntesis de sgRNAs de polaridad positiva (revisado por Miller y Koev, 2000; White, 
2002). El mecanismo de iniciación interna es, aparentemente, el más extendido para la síntesis 
de los sgRNAs. Como norma general, las secuencias promotoras para la generación de 
sgRNAs mediante este mecanismo suelen localizarse justo antes del sitio de inicio de la 
transcripción (Johnston y Rochon, 1995; van der Vossen et al., 1995; Wang y Simon, 1997; 
Koev et al., 1999), aunque en algunos casos se ha descrito la participación de secuencias 
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alejadas físicamente (Balmori et al., 1993; Koev y Miller, 2000). En el género Carmovirus, 
concretamente en el virus del arrugamiento del nabo (Turnip crinkle virus, TCV) y en el virus de 
las manchas cloróticas en anillo del hibisco (Hibiscus chlorotic ringspot virus, HCRSV), se ha 
demostrado la actividad promotora de las regiones que preceden a los sitios de inicio de los 
sgRNAs (Wang y Simon, 1997; Koev et al., 1999; Li y Wong, 2006). Estas regiones, de 
aproximadamente 100 nt, pueden plegarse adoptando estructuras secundarias del tipo 
horquilla que son muy estables debido a que contienen varios pares de bases G:C 
consecutivos en la base del tallo. La adopción de este tipo de conformación parece ser crítica 
para el mecanismo de transcripción de los sgRNAs (Wang et al., 1999; Li y Wong, 2006). Los 
gRNAs y sgRNAs del TCV y del HCRSV presentan el mismo motivo de secuencia en su 
extremo 5’ (G2-3 (A/U)3-7), que además está conservado en otros carmovirus. Este motivo puede 
ser requerido para la replicación y transcripción de los RNAs virales, facilitando el 
reconocimiento por parte de la polimerasa viral o permitiendo una interacción adecuada con la 
cadena negativa para la síntesis de la positiva. Numerosos virus de plantas de polaridad 
positiva también presentan similitud de secuencia entre los extremos 5’ de los gRNAs y sus 
correspondientes sgRNAs (Marsh et al., 1989; Kelly et al., 1994; Zavriev et al., 1996; Vives et 
al., 2002). Aunque el modelo de iniciación interna parece operar en el caso de carmovirus, la 
síntesis de sgRNAs de miembros de los géneros Tombusvirus y Aureusvirus parece seguir un 
modelo de terminación prematura (Lin y White, 2004; Lin et al., 2007; Wang et al., 2008; Xu y 
White, 2008), de modo que virus relacionados pueden diferir en los mecanismos de generación 
de mRNAs para la traducción de ORFs internas o 3’ proximales. 
Por otro lado, en algunos géneros se han descrito RNAs defectivos interferentes (defective 
interfering RNAs, DI RNAs), virus satélites y/o RNAs satélites (satellite RNAs, satRNAs) 
asociados a determinadas especies (revisado por Pelczyk et al., 2006). Los DI RNAs se 
originan a partir del genoma del virus correspondiente mediante un mecanismo de síntesis 
discontínua de la RdRp, de modo que normalmente presentan una o varias deleciones internas 
y carecen de capacidad codificante, por lo que precisan del virus parental para poder replicarse 
y moverse. De forma similar, los virus satélites y satRNAs necesitan estar asociados a un virus 
auxiliar, aunque no presentan homología de secuencia con el mismo o bien esta es muy 




propia CP, mientras que los segundos utilizan la CP del virus auxiliar. Todos estos tipos de 
moléculas pueden alterar los síntomas inducidos por el virus con el que están asociados, ya 
sea atenuándolos o intensificándolos. 
 
2.1. Género Carmovirus 
Tal como se ha indicado anteriormente, el género Carmovirus está constituido por 14 
especies definitivas y 8 provisionales (Tabla 1).  
 





















Este género, cuya especie tipo es el CarMV, pasó a ser reconocido como grupo taxonómico 
en 1991 por el Comité Internacional para la Taxonomía de los Virus (International Committee 
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on Taxonomy of Viruses, ICTV) (Morris, 1991). La gama de huéspedes naturales de cada 
especie es reducida y restringida a dicotiledóneas, si bien la de huéspedes experimentales es 
amplia. Suelen causar importantes pérdidas económicas en las cosechas, especialmente en 
las regiones templadas (Russo et al., 1994). Todos ellos se transmiten por inoculación 
mecánica y por propagación vegetativa, y en algunos casos también se ha descrito la 
transmisión por vectores. Así, se ha demostrado que el hongo Olpidium bornovanum actúa 
como vector del virus del pepino transmitido por el suelo (Cucumber soil borne virus, CuSBV) y 
del virus de las manchas necróticas del melón (Melon necrotic spot virus, MNSV) (Martelli, 
1994), mientras que otros miembros del género pueden ser transmitidos por escarabajos, como 
el virus del moteado del chícharo (Cowpea mottle virus, CPMoV), el virus del mosaico suave de 
la judía (Bean mild mosaic virus, BMMV), el virus del moteado del Blackgram (Blackgram mottle 
virus, BMoV), y el TCV (van Regenmortel y Mahy, 2004), o por trips, como se ha descrito para 
el virus de la rotura del color de la flor de Pelargonium (Pelargonium flower break virus, PFBV) 
(Krczal et al., 1995).  
Actualmente se conoce la secuencia completa de una especie provisional del género, el 
virus de la necrosis del tallo del guisante (Pea stem necrosis virus, PSNV) (Suzuki et al., 2002), 
y de diez especies definitivas: CarMV (Guilley et al., 1985), TCV (Carrington et al., 1989), 
MNSV (Riviere y Rochon, 1990), virus del salpicado clorótico del cardamomo (Cardamine 
chlorotic fleck virus, CCFV)  (Skotnicki et al., 1993), CPMoV (You et al., 1995), virus del cactus 
Saguaro (Saguaro cactus virus, SCV) (Weng y Xiong, 1997), virus del mosaico del Galisonga 
(Galisonga mosaic virus, GaMV) (Ciuffreda et al., 1998), HCRSV (Huang et al., 2000), virus de 
los anillos necróticos del iris japonés (Japanese iris necrotic ring virus, JINRV) (Takemoto et al., 
2000) y PFBV (Rico y Hernández, 2004). Además, también se conoce la secuencia completa 
del virus del aclaramiento de las venas del lupino Nootka (Nootka lupine vein-clearing virus, 
NLVCV), y del virus de la rotura del color de la flor de la angelonia (Angelonia flower break 
virus, AnFBV) que han sido propuestos como nuevas especies de este género (Adkins et al., 
2006; Robertson et al., 2007). 
El genoma de estos virus se encapsida en partículas isométricas de 32-35 nm de diámetro 
que poseen una superficie regular vista al microscopio electrónico, con apariencia granular. El 




forma detallada con la cristalización, análisis con rayos-X y reconstrucción tridimensional del 
HCRSV (Doan et al., 2003; Lee et al., 2003). Recientemente, también se ha llevado a cabo un 
análisis con rayos-X del MNSV (Wada et al., 2008). 
 
2.1.1. Organización genómica 
El gRNA de las especies del género Carmovirus, cuyo tamaño oscila entre 3.88 y 4.45 kb,  
contiene al menos cinco ORFs que codifican proteínas implicadas en replicación, movimiento y 
encapsidación viral, además de UTRs en los extremos 5’ y 3’ (Fig. 4). La ORF más próxima al 
extremo 5’, ORF1, codifica una proteína de 27-29 kDa y termina con un codón ámbar cuya 
lectura a través permite continuar la traducción hasta el codón de terminación de la ORF2 
dando lugar a una proteína de 85-88 kDa que contiene los motivos conservados de las RdRps 
virales. En la parte central del genoma se sitúan dos ORFs pequeñas cuya traducción da lugar 
a dos proteínas de tamaños 7-8 y 8-12 kDa, respectivamente, implicadas en el movimiento del 














Fig. 4. Representación de la organización genómica de la mayoría de los miembros del género Carmovirus. Las 
distintas ORFs se representan con recuadros de diferente color dependiendo de la función de las proteínas que 
codifican. Las ORFs 1 y 2 codifican proteínas implicadas en replicación y se expresan a partir del gRNA. Las ORFs 3 y 
4 codifican proteínas implicadas en movimiento y son expresadas a partir del sgRNA1. La ORF 5 codifica la CP viral y 




16 Introducción General 
A pesar de la simplicidad estructural de estos patógenos, parece existir cierta variabilidad en 
el número de ORFs y en los mecanismos de expresión génica entre los diferentes miembros 
del grupo. En el caso del HCRSV, se ha confirmado que, además de las cinco ORFs presentes 
en el resto de carmovirus, contiene una ORF adicional cerca del extremo 5’ del gRNA que 
codifica una proteína de 23 (p23) kDa , y otra, en el extremo 3’, que codifica una proteína de 27 
(p27) kDa y dos isoformas de ésta que comparten su extremo C-terminal y que poseen 
tamaños de 25 (p25) y 22.5 (p22.5) kDa (Huang et al., 2000; Liang et al., 2002b; Koh et al., 
2006; Zhou et al., 2006). Se ha demostrado que la proteína p23, cuyo gen se encuentra 
imbricado dentro de la ORF1, está presente en tejido infectado y parece ser indispensable para 
la replicación del HCRSV en su huésped natural (Hibiscus cannabinus), pero no en el huésped 
experimental Chenopodium quinoa (Liang et al., 2002b). Experimentos adicionales han puesto 
de manifiesto que esta proteína no une ácidos nucleicos in vitro ni actúa como un supresor del 
silenciamiento génico postranscripcional (post-transcriptional gene silencing, PTGS), y se ha 
sugerido que esta proteína podría estar interaccionando con factores específicos del huésped, 
o bien podría actuar como un activador en cis o trans que regularía de forma directa o indirecta 
la expresión de genes implicados en replicación viral, e incluso podría interaccionar 
directamente con el complejo replicativo del virus (Liang et al., 2002b). Por otro lado, mediante 
experimentos de génetica reversa se ha llegado a la conclusión de que la p27 está implicada 
en la exacerbación de los síntomas inducidos por el virus en su huésped natural, mientras que 
la p25 probablemente esté asociada al movimiento sistémico del patógeno (Zhou et al., 2006). 
Además de estas ORFs adicionales en el HCRSV, se ha postulado la existencia de una 
ORF de función desconocida en el CPMoV (You et al., 1995). Cabe señalar también que la 
ORF2 del CarMV posee un codón de terminación débil que podría permitir la lectura hasta un 
codón de terminación fuerte situado aguas abajo en el gRNA. El proceso de doble lectura a 
través daría lugar a una proteína de 98 kDa cuya producción se ha observado en condiciones 
especiales de traducción in vitro, y, aparentemente, en protoplastos aunque su relevancia in 
vivo no ha sido demostrada (Harbison et al., 1985). Además, en el caso del MNSV, las ORFs 3 
y 4 no son solapantes, a diferencia de lo que ocurre en el resto de carmovirus, y están 
separadas por un codón de terminación débil cuya lectura a través daría lugar a una proteína 




2.1.2. Mecanismos de expresión génica 
La regulación de la expresión génica de los carmovirus se produce tanto a nivel 
transcripcional, mediante la generación de sgRNAs, como a nivel post-transcripcional, 
mediante la utilización de distintos mecanismos de traducción tanto canónicos como no-
canónicos.  
Los carmovirus producen dos sgRNAs, 3’ co-terminales con respecto al gRNA. El mayor de 
ellos (sgRNA1), presenta un tamaño aproximado de 1.7 kb, es bicistrónico y está implicado en 
la traducción de las dos proteínas de movimiento, mientras que el otro (sgRNA2), de tamaño 
aproximado 1.5 kb, es responsable de la traducción de la CP (revisado en Lommel et al., 2005). 
Estos dos sgRNAs han sido detectados en plantas infectadas por el CarMV (Carrington y 
Morris, 1985), el TCV (Carrington et al., 1989), el MNSV (Riviere y Rochon, 1990), el CPMoV 
(Kim y Bozarth, 1992), el SCV (Weng y Xiong, 1997), el HCRSV (Huang et al., 2000) y el PFBV 
(Rico y Hernández, 2006). En general, sólo se encapsida el gRNA, aunque en algunos casos 
también los sgRNAs pueden hacerlo con una relativa eficiencia, como es el caso del CarMV 
(Guilley et al., 1985; Díez et al., 1999), del SCV (Weng y Xiong, 1997) y del HCRSV (Huang et 
al., 2000). 
Ensayos de traducción in vitro han permitido confirmar la producción de todas las proteínas 
codificadas tanto por los gRNAs como por los sgRNAs del CarMV, del TCV y del HCRSV 
(Carrington y Morris, 1985; Harbison et al., 1985; Carrington et al., 1987; Hacker et al., 1992; 
Huang et al., 2000).  
Los mecanismos de traducción empleados por los virus de este género para la expresión de 
sus distintas ORFs son diversos. Como ya se ha indicado antes, las dos primeras ORFs de 
carmovirus se traducen a partir del gRNA, la segunda de ellas mediante un mecanismo de 
lectura a través de un codón de terminación débil. Normalmente para que este mecanismo sea 
eficiente, es necesaria la secuencia consenso AA(A/G)-UAG-G(G/U)(G/A) flanqueando al 
codón de terminación de la ORF1 (UAG normalmente), una secuencia que se encuentra 
conservada en  muchos virus de RNA de plantas que siguen esta estrategia de traducción 
(Drugeon et al., 1999). La expresión de las proteínas implicadas en movimiento se lleva a cabo 
a partir del sgRNA1 probablemente mediante un proceso de escape al rastreo ribosomal  
(leaky-scanning), aunque este punto no ha sido confirmado (Russo et al., 1994). Por último, la 
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CP se traduce a partir del sgRNA2, por un mecanismo convencional de rastreo ribosomal. No 
obstante cabe señalar que en el caso del HCRSV se ha identificado un sitio de entrada interna 
de ribosomas (internal ribosome entry site, IRES) para la traducción de la CP que parece ser 
funcional desde el gRNA y los sgRNAs (Koh et al., 2003, 2006). 
 
2.2. Género Panicovirus 
El género Panicovirus está constituido por una especie definiva, el virus del mosaico del 
Panicum (Panicum mosaic virus, PMV) y una especie provisional (Tabla 2). 
 
         Tabla 2. Especies pertenecientes al género Panicovirus 
 
Los primeros datos del PMV se recogen en 1953. La gama de huéspedes naturales de este 
virus está restringida a especies gramíneas de la tribu Paniceae, dentro de la familia de las 
Poaceae (Lommel et al., 2005), siendo conocidos los daños causados por el virus en Panicum 
virgatum, Stenotaphrum secundatum y Eremochloa aphiuroides. 
La gama de huéspedes experimentales se amplia a un mayor número de plantas 
gramíneas. El virus se transmite por inoculación mecánica y por la replantación en suelos ya 
infectados por el virus. El PMV puede causar infecciones sólo, junto a un virus satélite (satellite 
Panicum mosaic virus, SPMV) y/o junto a satRNAs (Desvoyes y Scholthof, 2000; Omarov et al., 
2005; Makino et al., 2006; Qi et al., 2008; Qi y Scholthof, 2008). El virus típicamente induce un 
mosaico sistémico en la planta infectada, aunque los síntomas más severos, que incluyen un 
moteado clorótico, atrofiamiento de la planta y pérdida en rendimiento del cultivo, aparecen en 
las infecciones mixtas del virus y de su virus satélite (Fig. 5).   
El genoma del PMV se encapsida en partículas isométricas de 30 nm de diámetro que 









Fig. 5. (A) Panículas de mijo sanas. (B) Panículas de mijo 
infectadas con el PMV. (C) Panículas de mijo 
coinfectadas con el PMV y su virus satélite. 
 
2.2.1. Organización genómica  
El PMV posee un genoma de ssRNA+ que está constituido por 4326 nt y contiene 6 ORFs 
(Turina et al., 1998, 2000) (Fig. 6). La ORF más próxima al extremo 5’, ORF1, codifica una 
proteína de 48 kDa y termina en un codón ámbar cuya lectura a través permite continuar la 
traducción hasta el codón de terminación de la ORF2 dando lugar a una proteína de 112 kDa. 
Ambas proteínas son necesarias para la replicación del virus. Se ha detectado un único sgRNA 
de 1475 nt en plantas y protoplastos infectados con el PMV, a partir del cual se traducen el 
resto de ORFs (Turina et al., 1998, 2000). La ORF3 codifica una proteína de 8 kDa y la ORF4 
codifica una proteína de 6.6 kDa. Ambas proteínas están implicadas en el movimiento del virus. 
Las ORFs 5 y 6, cercanas al extremo 3’ e imbricadas una dentro de la otra, codifican la CP, de 
26 kDa, y una proteína de 15 kDa, respectivamente. Esta última no presenta homología con 
ninguna otra de la base de datos y parece estar implicada también en el movimiento del virus 
(Turina et al., 2000). 
 
 
Fig. 6. Representación de la organización genómica del PMV. Las distintas ORFs se representan con recuadros de 
diferente color dependiendo de la función de las proteínas que codifican. Las ORFs 1 y 2 codifican proteínas implicadas 
en replicación y se expresan a partir del gRNA. Las ORFs 3, 4, 5 y 6 son expresadas a partir del sgRNA. Las ORFs 3, 4 
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2.2.2. Mecanismos de expresión génica 
Al igual que ocurre con los carmovirus, la regulación de la expresión génica del PMV se 
produce tanto a nivel transcripcional, mediante la producción de un sgRNA, como a nivel 
traduccional. 
Las proteínas p48 y p112, implicadas en replicación, son traducidas a partir del gRNA por 
un mecanismo de lectura a través similar al que emplean otros miembros de la familia 
Tombusviridae (Turina et al., 1998, 2000). El resto de ORFs son traducidas a partir del sgRNA, 
3’ co-terminal con respecto al gRNA. La expresión de al menos cuatro proteínas a partir de un 
único sgRNA es algo bastante inusual en virus de plantas (y, en general, en eucariotas). Las 
estrategias de traducción empleadas por este sgRNA para la expresión de todos sus genes 
deben incluir una gran variedad de mecanismos que no han sido totalmente determinados 
(Turina et al., 1998, 2000). Estudios de traducción in vitro han permitido confirmar la producción 
de las proteínas p8, p6.6, CP y p15 a partir del sgRNA. Los niveles de acumulación de las 
proteínas p6.6 y p15 son bajos, en el primer caso posiblemente debido a la baja eficiencia de 
su codón de inicio que no es el canónico AUG, sino GUG. Ambas proteínas, p6.6 y p15 podrían 
traducirse por un mecanismo de escape al proceso de rastreo de las ORFs (p8) y (CP), 
respectivamente (Turina et al., 2000). Además de éstas, una ORF adicional podría traducirse, 
por un mecanismo de corrimiento de – 1 nt en la pauta de lectura durante la traducción de la 
proteína p8, dando lugar a un polipéptido de 14.6 kDa. La presencia de un heptanucleótido (5’-
CAAAUUUC-3’) característico de este tipo de mecanismo (XXXYYYZ, siendo X cualquier base, 
Y normalmente A o U y Z, cualquier base a excepción de G), inmediatamente aguas arriba del 
codón de parada de la ORF (p8) facilitaría el proceso de corrimiento y, por tanto, apoyaría la 
idea de que esta proteína pudiera sintetizarse, aunque experimentos de traducción in vitro y 
bioensayos con mutantes no han permitido corroborar su producción (Turina et al., 1998, 
2000). Por último, la traducción de la CP y de la p15 podría estar mediada por la presencia de 
un IRES, aunque este punto aún no ha sido abordado experimentalmente (Turina et al., 1998, 







2.3. Características de las proteínas implicadas en replicación 
Como se ha indicado anteriormente, un rasgo común de los miembros de la familia 
Tombusviridae es la implicación de dos proteínas, productos de la traducción de las ORFs 1 y 
2, en la replicación del genoma viral y en la transcripción de sgRNAs (excepto en el género 
Machlomovirus donde las proteínas presumiblemente implicadas en estos procesos son el 
producto de traducción de las ORFs 2 y 3). Mientras que la proteína codificada por la ORF2 
corresponde a una RdRp muy conservada, la función de la proteína codificada por la ORF1 no 
está del todo clara. Estudios realizados con las proteínas correspondientes de los géneros 
Tombusvirus y Dianthovirus han mostrado por un lado, sus propiedades de unión a RNA, como 
es el caso de las proteínas p33 y p92 del virus del enanismo arbustivo del tomate (Tomato 
bushy stunt virus, TBSV, Tombusvirus) (Rajendran y Nagy, 2003) y, por otro, su 
direccionamiento a membranas específicas de las células huésped, pudiendo inducir una 
proliferación de las mismas. Este direccionamiento a membranas se ha descrito para la 
proteína p33 del virus de las manchas anulares del Cymbidium (Cymbidium ringspot virus, 
CyRSV, Tombusvirus) y del virus de la necrosis del pepino (Cucumber necrosis virus, CNV,  
Tombusvirus) que están asociadas a peroxisomas (Navarro et al., 2004; Panavás et al., 2005), 
para las proteínas p36 y p95 del virus de las manchas en anillo del clavel italiano (Carnation 
italian ringspot virus, CIRV, Tombusvirus), que se localizan en mitocondrias  (Weber-Lofti et al., 
2002), y para las proteínas p27 y p88 del RCNMV, que aparecen asociadas al retículo 
endoplasmático (Turner et al., 2004). Además, la función de este tipo de proteínas parece estar 
regulada por fosforilación, al menos en el caso de la proteína p33 del CNV (Shapka et al., 
2005; Stork et al., 2005). La interacción entre la RdRp y el producto de la ORF1 ha sido 
demostrada in vitro e in vivo para el TBSV, una interacción que parece ser esencial para la 
replicación del virus (Rajendran y Nagy, 2004, 2006; Panavas et al., 2005). 
En el caso de los carmovirus, las proteínas p27-29 y p85-88 son necesarias y suficientes 
para la replicación viral (Hacker et al., 1992; White et al., 1995), y se acumulan in vivo en una 
proporción relativa de aproximadamente 20:1 (White et al., 1995). La p85-p88 contiene los 
ocho motivos característicos de las RdRps virales de los componentes del supergrupo II, 
incluyendo el triplete GDD altamente conservado. Estas proteínas sólo contienen dos de los 
siete motivos de helicasa de ácidos nucleicos encontrados en las RdRps de los supergrupos I y 
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III (Koonin y Dolja, 1991; Koonin y Dolja, 1993), lo que sugiere que esta función, requerida para 
la replicación viral, es desempeñada por factores del huésped. El estudio de la actividad 
enzimática de la RdRp ha sido complicado debido a que normalmente se encuentra asociada a 
estructuras membranosas en las células y, por tanto, su aislamiento resulta a menudo 
problemático. A pesar de esto, se han desarrollado métodos que permiten la purificación del 
complejo replicativo a partir de tejido infectado con el TCV (Song y Simon, 1994) y el HCRSV 
(Wang y Wong, 2004). 
En el género Panicovirus, las proteínas codificadas a partir de las ORFs 1 y 2 del PMV son 
de tamaño algo superior a las codificadas por otros miembros de la familia Tombusviridae, 
concretamente 48 y 112 kDa, respectivamente. Ambas proteínas son requeridas para la 
replicación del virus y de su virus satélite (Batten et al., 2006b). Experimentos de purificación 
parcial de la RdRp del PMV indican que tanto la p48 como p112 están asociadas a estructuras 
membranosas en las células (Batten et al., 2006b). La proteína p112, además de contener el 
motivo característico GDD, presenta un dominio (CD) común con la p48 (localizado entre los 
aminoácidos 306 y 405) que está conservado en miembros de la familia Tombusviridae, 
particularmente en los géneros Carmovirus, Necrovirus y Tombusvirus. Aminoácidos 
hidrofóbicos de este dominio parecen ser importantes en la replicación, posiblemente por dirigir 
el complejo de la replicasa a membranas celulares. Además, otros residuos del dominio 
parecen contribuir a la invasión sistémica de la planta huésped por el virus (Batten et al., 
2006b). 
 
2.4. Características de las proteínas implicadas en movimiento 
La dispersión de un virus en plantas desde el sitio inicial de la infección está mediada por 
las MPs. Estas proteínas desempeñan un papel fundamental en el movimiento intra e 
intercelular. Este último, también llamado movimiento célula a célula, se realiza a través de los 
plasmodesmos, canales membranosos que interconectan las células vegetales. Las MPs se 
pueden clasificar en: i) miembros de la superfamilia de las 30K que engloba a 18 géneros de 
virus de plantas entre los que se encuentran Bromovirus, Alfamovirus o Ilarvirus, y que tiene 
como representante a la MP del TMV, ii) las pequeñas MPs de Geminivirus o Carmovirus, 




DGB- en carmovirus), iii) el grupo codificado por el bloque de tres genes (triple gene block, 
TGB) de Potexvirus, Carlavirus, Allexvirus, Foveavirus, Hordevirus, Benyvirus, Pomovirus y 
Pecluvirus y, iv) las grandes MPs de Tymovirus, de 69-85 kDa. A pesar de la variabilidad entre 
las distintas familias en la secuencia, número y tamaño de este tipo de proteínas, todas ellas 
presentan características funcionales comunes: i) son capaces de unir ácidos nucleicos y de 
conducir al virus desde el citoplasma de la célula infectada al de la célula vecina hasta alcanzar 
el sistema vascular (Citovsky et al., 1990; Donald et al., 1997; Vaquero et al., 1997; Fujita et al., 
1998; Herranz y Pallás, 2004; Herranz et al., 2005; Sánchez-Navarro et al., 2006), ii) 
interaccionan con los plasmodesmos celulares y actúan aumentando el tamaño de exclusión 
molecular en algunos casos (Wolf et al., 1989; Nouery et al., 1994; Ding et al., 1995; Crawford y 
Zambryski, 2001; Roberts et al., 2001) y, iii) pueden interaccionar con elementos del 
citoesqueleto y con microtúbulos (Karasev et al., 1992; Heinlein et al., 1995; McLean et al., 
1995; Boyko et al., 2000). 
Como se ha indicado anteriormente, las proteínas implicadas en movimiento en el género 
Carmovirus corresponden a dos pequeños polipéptidos de 7-8 kDa y 8-12 kDa. Bioensayos con 
mutantes del TCV demostraron que las dos proteínas, p8 y p9, eran requeridas para el 
movimiento viral (Hacker et al., 1992; Li et al., 1998). La p8 posee propiedades de unión al 
RNA, y estudios de mutagénesis dirigida han mostrado que un solo cambio de aminoácido 
afecta a su capacidad de unión al ácido nucleico y a la virulencia inducida por el patógeno en el 
huésped Arabidopsis thaliana (Wobbe et al., 1998). Las proteínas homólogas del CarMV (p7 y 
p9) han sido también extensamente estudiadas. Se ha descrito que la p7 posee propiedades 
de unión a RNA in vitro, y se compone de tres dominios: i) central, con una estructura de α-
hélice y responsable de la unión al RNA, ii) C-terminal, que se pliega en forma de hoja ß muy 
estable, y, iii) N-terminal sin una estructura concreta (Marcos et al., 1999; Vilar et al., 2001). La 
proteína p9 contiene dos dominios transmembrana y se ha observado in vitro su inserción a 
membranas del retículo endoplásmico adoptando una topología que dispone a las porciones N- 
y C-terminales en la región citosólica celular (Vilar et al., 2002; Saurí et al., 2005). Las 
proteínas de movimiento del MNSV también parecen presentar características similares ya que 
por un lado se ha descrito que la proteína p7A posee propiedades de unión a RNA (Navarro et 
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al., 2006) y, por otro, se ha observado in vitro la inserción en membranas del retículo 
endoplásmico de la proteína p7B (Martínez-Gil et al., 2007). 
Con la información obtenida acerca de las MPs del CarMV y del MNSV se ha propuesto un 
modelo topológico y funcional para las mismas. En este modelo, la p7 (o p7A en el MNSV) se 
une al RNA viral y esta unión induce un cambio conformacional en esta proteína soluble que 
hace que su dominio C-terminal de hoja ß pueda a su vez interactuar con el dominio C-terminal 
expuesto en el citoplasma de la proteína p9 (o p7B en el MNSV), formando así un complejo 
ternario en la membrana (Vilar et al., 2002). Este modelo reproduce la topología previamente 
descrita para la MP de 30 kDa del TMV (Brill et al., 2000). Cabe señalar que la proteína p7B del 
MNSV, además de participar directamente en movimiento, podría actuar también como un 
supresor débil del PTGS (Genovés et al., 2006). 
Con respecto a la localización subcelular de estas proteínas, estudios realizados mediante 
la fusión de la proteína verde fluorescente (GFP) a las proteínas p8 y p9 del TCV, muestran 
una localización nuclear para la p8 y citoplasmática para la p9 en protoplastos y plantas de A. 
thaliana (Cohen et al., 2000). El significado biológico de la localización nuclear de la p8, que 
está mediado por dos motivos que no están presentes en proteínas homólogas, está por 
determinar. Para el CarMV, ha sido descrito que la proteína p7 se localiza principalmente en el 
citosol, aunque en estadios tardíos de la infección viral también puede ser detectada en las 
fracciones correspondientes a las paredes celulares. Este resultado es consistente con el 
modelo anteriormente propuesto (García-Castillo et al., 2003).  
En el caso del PMV, se ha estudiado la localización subcelular de la proteína p8, una de las 
tres proteínas que parecen mediar el movimiento del virus, observándose que está asociada 
preferentemente con la pared celular (Turina et al., 1998, 2000), lo que resulta coherente con 
su función de transporte.  
 
2.5. Características de la proteína de cubierta 
Además de su papel estructural, la CP de los virus de plantas puede estar implicada en  
procesos tales como: i) la replicación viral (Mahajan et al., 1996; Qiu y Scholthof, 2001; Aparicio 
et al., 2003; Asurmendi et al., 2004; Bol, 2005; Malik et al., 2005), ii) determinación del 




Simon, 1999; Soto et al., 2005), iii) movimiento célula a célula y sistémico (Taliansky y García-
Arenal, 1995; Ryabov et al., 1999; Sareila et al., 2004; Omarov et al., 2005; Rao y Cooper, 
2006) o, iv) supresión del PTGS (Liu et al., 2004; Lu et al., 2004; Cañizares et al., 2008). 
En el caso del género Carmovirus, los viriones del TCV son requeridos para el movimiento a 
larga distancia pero el movimiento célula a célula puede tener lugar en ausencia de CP en 
algunos huéspedes, aunque no en otros (Heaton et al., 1991; Hacker et al., 1992). Este tipo de 
proteínas poseen sitios de unión a Ca++, y se ha observado que mutaciones en aminoácidos de 
la CP del TCV implicados en dicha unión dan lugar a una disminución en la capacidad del virus 
para moverse célula a célula (Laakso y Heaton, 1993). En concordancia con estos resultados,  
un estudio posterior mostró que otras mutaciones puntuales en el dominio de unión a Ca++  de 
la CP del TCV, además de modificar la capacidad del virus para unir iones, da lugar a 
alteraciones en la estructura secundaria de la proteína o en la conformación de la partícula, lo 
que afecta al movimiento (célula a célula o sistémico) y a la aparición de los síntomas (Lin y 
Heaton, 1999). 
Estudios realizados con el CarMV muestran que la CP se localiza principalmente en el 
citosol, aunque en estadíos tempranos de la infección también está presente en fracciones 
membranosas y en la pared celular (García-Castillo et al., 2003). 
Otra función de la CP de carmovirus parece ser la supresión del PTGS, como se ha puesto 
de manifiesto para la proteína del TCV, del HCRSV, del MNSV y del PFBV (Qu et al., 2003; 
Thomas et al., 2003; Genovés et al., 2006; Meng et al., 2006; Martínez-Turiño y Hernández, 
2009). 
En lo que respecta al género Panicovirus, la CP del PMV podría participar de la replicación 
viral, ya que estudios en protoplastos indican que la ausencia de esta proteína repercute 
negativamente en los niveles de acumulación del gRNA. Sin embargo, no es descartable que  
este efecto sea consecuencia del papel protector de la CP, pues la encapsidación evitará la 
degradación del gRNA. La CP parece estar también implicada en el movimiento del virus, 
aunque esta implicación podría ser directa o indirecta, ya que parece regular los niveles de 
acumulación de la p8, una proteína que, como ya se ha indicado anteriormente, asiste al virus 
en su transporte (Turina et al., 2000). La CP del PMV se localiza preferentemente en la pared 
celular, fracciones membranosas y citosol (Turina et al., 2000). 
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3. TRADUCCIÓN EN EUCARIOTAS 
 
Aunque durante mucho tiempo se pensó que la regulación de la expresión génica en 
organismos eucariotas se producía fundamentalmente a nivel transcripcional, cada vez existen 
más datos que establecen firmemente la importancia de procesos post-transcripcionales en 
dicha regulación. Entre ellos ocupa un lugar destacado el proceso de traducción, cuyo estudio 
ha experimentado un resurgimiento en los últimos años con el descubrimiento de nuevos 
mecanismos de control de la síntesis proteica (Gale et al., 2000; Merrick, 2004). 
La inmensa mayoría de los mRNAs eucarióticos son monocistrónicos, es decir, dirigen la 
traducción de una sola proteína, y contienen, además de la secuencia codificante, UTRs en 5’ y 
3’, con elementos reguladores cuya identificación y caracterización está permitiendo entender 
mejor el control de la traducción. Asimismo, los mRNAs eucariotas presentan un residuo 7-
metilguanosina (m7GpppX), denominado cap, en el extremo 5’ y una cola poliA en el extremo 
3’, y ambas estructuras son determinantes importantes para la eficiencia traduccional. La 
maquinaria necesaria en el proceso de traducción incluye ribosomas, tRNAs y proteínas no 
ribosomales llamadas eIFs, eEFs y eRFs, que son factores de iniciación, elongación y 
terminación, respectivamente (Gallie, 1996). En plantas, el proceso de traducción es muy 
similar al de otros organismos eucariotas (Fütterer y Hohn, 1996), aunque se han descrito 
diferencias significativas en algunas partes de la maquinaria traduccional, especialmente en la 
diversidad de factores de iniciación de la traducción (Browning, 2004). 
El proceso de traducción está sumamente regulado y coordinado con el resto de procesos 
celulares, sufriendo alteraciones en ciertas fases del ciclo celular o bajo determinadas 
condiciones de estrés (Duncan y Hershey, 1989; Brostrom y Brostrom, 1998; Holcik y 
Sonenberg, 2005). 
 
3.1. Iniciación de la traducción en eucariotas 
La traducción puede ser regulada en cada una de las tres etapas de que consta el proceso: 
iniciación, elongación y terminación. Sin embargo, el paso limitante en la traducción de la 
mayoría de los mRNAs es la etapa de iniciación.  
La iniciación de la traducción de mRNAs eucariotas se ajusta habitualmente al modelo de 




factores de iniciación eIF3, eIF1A, eIF2-GTP, el iniciador Met-tRNA y la subunidad pequeña del 
ribosoma 40S) junto al complejo proteico eIF4F se une al extremo 5’ del mensajero (que 
contiene la estructura cap) (Fig. 7). La unión del complejo eIF4F al mRNA depende 
fundamentalmente del componente eIF4E (que forma parte del complejo), ya que es el que 














Fig. 7. Ilustración esquemática de la traducción de un mRNA eucariota. 40S y 80S son la subunidad 
pequeña del ribosoma y el ribosoma de elongación, respectivamente. 1.- Formación del complejo ternario 
(formado por el iniciador Met-tRNA, GTP y eIF2) y unión a la subunidad 40S (asociada a factores de 
iniciación) para constituir el complejo de preiniciación 43S. 2.- Ensamblaje de componentes en el mRNA. 
3.- Rastreo del ribosoma hasta alcanzar el primer codón de inicio, normalmente AUG, reciclaje del factor 
eIF2-GDP y unión de la subunidad ribosomal 60S. TER es el codón de terminación (basado en Gale et al., 
2000). 
 
3.1.1. Modelo del bucle cerrado en mRNAs eucariotas 
Como se ha indicado anteriormente, tanto la estructura cap en 5’ como la cola poliA en 3’ 
son necesarias para que se produzca una traducción eficiente de los mRNAs celulares. 
Concretamente, la interacción del factor eIF4E con la estructura cap y la interacción de la 
proteína de unión a poliA (PABP) con la cola poliA facilita el inicio de la traducción. Mediante la 
gran proteína adaptadora eIF4G (o eIFiso4G), que une eIF4E (o eIFiso4E) y PABP 
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simultáneamente, el mRNA adopta una conformación de bucle cerrado (Jacobson, 1996; Sachs 
et al., 1997; Gallie, 1998). Esta conformación se cree que aumenta la afinidad entre los factores 
de iniciación, el ribosoma y el mRNA para iniciar el rastreo, y probablemente facilita el reciclaje 
de la maquinaria traduccional para iniciar nuevas rondas de traducción sobre el mismo mRNA  










Fig. 8. Modelo del bucle cerrado del mRNA durante la traducción. 1.- Ensamblaje de los componentes de 
la maquinaria traduccional en el mRNA. 2.- Rastreo. 3.- Elongación. 4.- Terminación. 5.- Reciclaje de la 
subnidad pequeña del ribosoma 40S (basado en Dreher y Miller, 2006). 
 
3.1.2. Rastreo o barrido (scanning) 
El complejo de preiniciación comienza con el rastreo de la secuencia líder en dirección lineal 
5’-3’ hasta encontrar un codón apropiado, normalmente AUG, a partir del cual iniciará la 
traducción. Por medio del factor eIF5, se activa la actividad GTPasa del eIF2-GTP, liberando 
eIF2-GDP de la subunidad 40S que así puede unirse a la subunidad 60S. Como resultado se 
forma el ribosoma 80S que contiene el iniciador Met-tRNA (Fig. 7).  
 
3.1.3. Codón de inicio 
En eucariotas, en más del 90% de los casos, el codón AUG más próximo al extremo 5’ del 
mRNA es el que sirve de iniciador. La eficiencia de reconocimiento de dicho codón está 
modulada por el contexto que lo flanquea (Kozak, 1986, 2002). En plantas, el contexto óptimo 
es (A/G)aaAUGGc en dicotiledóneas y (A/G)ccAUGGc en monocotiledóneas (Joshi et al., 1997; 




-3 y una guanina en posición +4 (donde la A del codón de inicio representa la posición +1), al 
igual que ocurre en otros eucariotas (Kozak, 2002).  
A pesar de que el triplete normalmente reconocido por los ribosomas para el inicio de la 
síntesis proteica es el AUG, en algunos casos el codón de inicio puede ser un triplete no-AUG. 
Se trata de codones débiles de iniciación que difieren en una posición respecto al canónico 
AUG y han sido descritos tanto en mensajeros virales como celulares (Kozak, 1989; Peabody, 
1989; Gordon et al., 1992). Concretamente en plantas, el uso de este tipo de codones se 
describió por primera vez en el virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus, CaMV, 
Caulimovirus) (Schultze et al., 1990) y, posteriormente, en el virus baciliforme del tungro del 
arroz (Rice tungro bacilliform virus, RTBV, Tungrovirus) (Rothnie et al., 1994). 
 
3.2. Elongación  
Esta etapa incluye todas las reacciones comprendidas entre la formación del primer enlace 
peptídico y la adición del último aminoácido a la cadena polipeptídica (Fig. 7). Es la etapa más 
rápida de la biosíntesis de las proteínas y requiere la presencia del complejo de iniciación, el 
aminoacil-tRNA codificado por el siguiente codón del mRNA, los factores de elongación eEF1 y 
eEF2 y GTP (Riis et al., 1990). Esta etapa se inicia cuando un segundo aminoacil-tRNA, cuyo 
anticodón es complementario al codón situado a continuación del iniciador, ocupa el sitio A del 
ribosoma, que se encuentra libre. El siguiente paso es la formación de un enlace peptídico 
entre el aminoácido que ocupa el sitio P (generalmente metionina) y el nuevo aminoácido que 
ocupa el sitio A. La reacción de formación del enlace peptídico está catalizada por el enzima 
peptidil-transferasa. Como consecuencia de la formación de este enlace peptídico, el segundo 
tRNA queda unido por un extremo al dipéptido formado y por el otro a su codón 
complementario. A continuación se produce la translocación del ribosoma, que implica el 
desplazamiento del ribosoma a lo largo del mRNA en sentido 5´- 3´. Como este desplazamiento 
es exactamente de tres bases, el primer tRNA abandona el ribosoma, y el peptidil-tRNA, que 
todavía se mantiene unido a su codón, pasa a ocupar el sitio P, quedando el sitio A libre. En 
estas condiciones, otro aminoacil-tRNA se puede incorporar al sitio A, de manera que el 
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3.3. Terminación 
Esta etapa tiene lugar cuando el ribosoma llega a un lugar del mRNA donde se encuentra 
un codón de terminación (UAA, UGA o UAG), que no es reconocido por ningún tRNA, pero sí 
por factores de terminación de naturaleza proteica que se sitúan en el sitio A y hacen que la 
peptidil-transferasa separe, por hidrólisis, la cadena polipeptídica del tRNA (Zhouraleva et al., 
1995) (Fig. 7). 
 
4. TRADUCCIÓN DE VIRUS DE PLANTAS 
Dado el pequeño tamaño de su genoma, la información genética de los virus está 
extremadamente compactada. Por esta razón, han desarrollado un conjunto de estrategias, a 
menudo combinadas, para expresar sus múltiples genes. Entre dichas estrategias destaca la 
utilización de una serie de mecanismos de traducción no-canónicos que les permiten 
“descomprimir” su condensada información genética y traducir más de un gen a partir de un 
mismo mRNA, como se describe más adelante (apartado 4.2). Además de posibilitar que todos 
los genes sean accesibles a la maquinaria de síntesis proteica del hospedador, estos 
mecanismos les permiten a los RNAs virales una regulación tanto cualitativa (es decir,  
seleccionar qué ORFs han de traducirse) como cuantitativa (es decir, controlar las cantidades 
relativas de proteínas sintetizadas a partir de cada ORF) de la expresión génica, un punto 
crucial para la progresión de una infección viral.  
Por otra parte, a diferencia de los mRNAs eucariotas, con una estructura cap en el extremo 
5’ y una cola poliA en el extremo 3’, muchos mRNAs virales carecen de uno o de ambos tipos 
de estructuras en sus extremos (Fauquet et al., 2005). Este es el caso de los mRNAs de más 
del 80% de virus de plantas y, pese a ello, parece que también pueden adoptar una 
conformación de bucle cerrado y acceder eficientemente a la maquinaria de traducción del 
hospedador.  
 
4.1. Modelo del bucle cerrado en mRNAs virales  
Como se ha indicado anteriormente, la mayoría de los virus de plantas tienen un genoma  
ssRNA+, y aproximadamente sólo un 20% de estos virus contienen una estructura cap en 5’ y 




variables. El extremo 5’ puede contener un polipéptido denominado VPg (viral protein genome-
linked) unido covalentemente o un grupo fosfato, y el extremo 3’ puede formar una estructura 
de tipo tRNA (tRNA-like structure, TLS) o adoptar una conformación formada por varias 
estructuras de tipo horquilla. De qué modo estos RNAs no canónicos interaccionan con 
factores de iniciación de la traducción no está claro en muchas ocasiones, pero distintos datos 
indican que el modelo de bucle cerrado es también aplicable en estos casos, con una variedad 
de interacciones noveles que sustituyen los puentes moleculares que se establecen en mRNAs 
celulares convencionales. A continuación se describen las diferentes posibilidades: 
i) mRNAs virales con una estructura cap en el extremo 5’, pero que carecen de una cola 
poliA en el extremo 3’. Más de un tercio de los géneros de virus de plantas se ajustan a este 
modelo. La cola poliA funciona como estimulador de la traducción al actuar sinérgicamente con 
la estructura cap en 5’ del mRNA. Sin embargo, en los virus que carecen de cola poliA se ha 
demostrado que la 3’ UTR es capaz de desempeñar funciones similares. Algunos ejemplos los 
encontramos en el virus del mosaico de la alfalfa (Alfalfa mosaic virus, AMV, Alfamovirus), el 
virus del mosaico amarillo del nabo (Turnip yellow mosaic virus, TYMV, Tymovirus) o el TMV  
(Fig. 9A, 9B y 9C). En el caso del AMV, su 3’ UTR contiene más de nueve tripletes del tipo 
AUG que pueden reclutar algún factor proteico y/o los ribosomas, favoreciendo la traducción 
(Hann et al., 1997). También se ha propuesto un escenario diferente donde la traducción de los 
RNAs del AMV podría estar regulada por medio de su CP, al unirse ésta a la 3’ UTR y al factor 
proteico eIF4G (Bol, 2005; Krab et al., 2005). Esta interacción CP-RNA reemplazaría así a la 
interacción PABP-poliA en una traducción normal (Neeleman et al., 2001, 2004; Krab et al., 
2005) (Fig. 9A). 
Por su parte, las regiones 3’ terminales de los RNAs del TYMV y del TMV adoptan una TLS. 
La observación de sinergismo entre los extremos de estos RNAs apoya la idea de que son 
traducidos en un formato de bucle cerrado, aunque las uniones moleculares que lo permiten no 
están claras (Gallie y Walbot, 1990; Matsuda y Dreher, 2004). En el caso del TYMV, 
probablemente el TLS aminoacilado junto al factor de iniciación eEF1A podría interaccionar con 
el extremo 5’-cap del mRNA viral, aunque este punto no está inequívocamente demostrado 
(Dreher et al., 1999; Matsuda y Dreher, 2004) (Fig. 9B). En el caso del TMV, se ha definido una 
región compuesta por cinco pseudonudos en serie. Dos de ellos, que forman parte del TLS, 
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están implicados en replicación (Takamatsu et al., 1990), mientras que los tres restantes, que 
constituyen el dominio denominado UPD (upstream pseudoknot domain), podrían ser 
responsables de incrementar la eficiencia traduccional de un modo similar a la cola poliA (Gallie 
y Walbot, 1990; Leathers et al., 1993), ya que una proteína de 102 kDa que se une a la región 
5’ líder del TMV se une también al pseudonudo 3’ distal del UPD (Tanguay y Gallie, 1996) (Fig. 
9C). Una situación similar se ha descrito para el virus del mosaico del bromo (Brome mosaic 
virus, BMV, Bromovirus) (Gallie y Kovayashi, 1994). 
ii) mRNAs virales con una cola poliA en 3’ y sin estructura cap en 5’. Los mRNAs de una 
cuarta parte de los géneros de virus de plantas presentan una cola poliA en 3’, pero en el 
extremo 5’ están covalentemente unidos a la proteína VPg codificada por el propio virus. En 
estos casos, la traducción se lleva a cabo por un mecanismo independiente de cap. El virus del 
grabado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV, Potyvirus) (Fig. 9D)  y el virus del mosaico del 
nabo (Turnip mosaic virus, TuMV, Potyvirus), ambos de la familia Potyviridae, son ejemplos de 
este tipo, y se ha demostrado que poseen secuencias en la 5’ UTR capaces de dirigir el inicio 
de la traducción aún en ausencia de cap (Basso et al., 1994; Niepel y Gallie, 1999). Estos 
elementos, que actúan como IRES, reclutan directamente factores de iniciación y/o los 
ribosomas y se explicarán con más detalle en el apartado 4.2.6. En el caso del TEV se ha 
definido un elemento IRES que, junto al factor de iniciación eIF4G, podría interaccionar con la 
cola poliA vía PABP, adoptando una conformación de bucle cerrado (Gallie, 2001; Khan et al., 
2008) (Fig. 9D). Respecto a la proteína VPg, se ha especulado acerca de su papel en el 
reclutamiento de factores de traducción, como se ha observado en el caso del TuMV (Khan et 
al., 2006; Beauchemin et al., 2007), reemplazando así a la estructura cap en una traducción 
convencional (Thivierge et al., 2005). Sin embargo, su participación en este proceso no está 
muy clara, ya que esta proteína no es necesaria en la etapa de traducción (Basso et al., 1994; 
Niepel y Gallie, 1999), y no es descartable que la interacción de ésta con diferentes factores 

















Fig. 9. Modelo del bucle cerrado en mRNAs virales con diferentes estructuras en sus extremos (basado 
en Dreher y Miller, 2006).  
 
iii) mRNAs virales con los extremos no modificados. Los RNAs virales de las familias 
Tombusviridae y Luteoviridae carecen de una estructura cap en el extremo 5’ y de una cola 
poliA en el extremo 3’ y, sin embargo, se traducen eficientemente. En estos virus, existen 
secuencias en la region 3’ de su genoma que actúan como estimuladores de la traducción 
(translational enhancer, TE), reclutando factores de iniciación y/o subunidades ribosomales y 
facilitando la expresión de ORFs situadas en posición 5’ proximal. En el caso del virus del 
enanismo amarillo de la cebada (Barley yellow dwarf virus, BYDV, Luteovirus), se ha definido 
una secuencia de 17 nt en la 3’ UTR, denominada BTE (barley translational enhancer) (Guo et 
al., 2001), que además está conservada en miembros de los género Luteovirus, Dianthovirus 
(Mizumoto et al., 2003; Iwakawa et al., 2007) y Necrovirus (Meuleweater et al., 2004; Shen y 
Miller, 2004). Este TE permite la expresión de genes, por un mecanismo independiente de cap, 
desde el gRNA y los sgRNAs tanto in vivo como in vitro (Wang et al., 1997). Probablemente la 
unión del factor de iniciación eIF4E al BTE y su posterior transferencia a la  5’ UTR  por medio 
de interacciones RNA-RNA, permita el inicio de la traducción (Guo et al., 2001; Treder et al., 
2008) (Fig. 9E).  
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Dentro de la familia Tombusviridae, se ha identificado una secuencia TE en la 3’ UTR del  
PMV (género Panicovirus) que es requirida para una traducción eficiente de sus proteínas al 
menos in vitro (Batten et al., 2006a). En el género Carmovirus se han descrito diferentes TEs, 
en el TCV (Qu y Morris, 2000; Fabian y White, 2004), el HCRSV (Koh et al., 2002) y el MNSV 
(Truniger et al., 2008). En el TCV se ha definido recientemente un modelo por el cual la 
subunidad ribosomal 60S se une al TE de la 3’ UTR del virus, y el conjunto a su vez 
interacciona con la 5’ UTR a la que previamente se ha unido el complejo de preiniciación 43S 
(Stupina et al., 2008). En el TBSV (género Tombusvirus) se ha identificado una región de 
aproximadamente 400 nt, compuesta por tres dominios contiguos (RIII, R3.5 y RIV), 
denominada CITE (cap independent translation enhancer). Estudios in vivo han demostrado 
que esta región permite la traducción del virus por un mecanismo independiente de cap (Wu y 
White, 1999). Los dominios RIII y RIV son esenciales en replicación (Oster et al., 1998), 
mientras que el dominio R3.5 es esencial en la traducción viral (Oster et al., 1998; Wu y White, 
1999). Este dominio adopta una estructura tipo Y, que está muy conservada en el género 
Tombusvirus (Fabian y White, 2004). Se ha demostrado que una de las horquillas terminales 
de esta estructura interacciona mediante pares Watson-Crick con otra estructura tipo horquilla 
de la 5’ UTR del gRNA, adoptando una conformación de bucle cerrado. Análisis in silico 
permiten predecir interacciones similares en los sgRNAs del TBSV, y en los RNAs de todos los 
miembros del género Tombusvirus y de distintos representantes de otros géneros de la familia 
Tombusviridae (Fabian y White, 2004). 
 
4.2. Mecanismos no convencionales de traducción en RNAs virales 
Los mecanismos de traducción no-canónicos que han desarrollado los virus para expresar 
todos sus genes están representados en la Fig. 10 y se explican con más detalle a 
continuación. Trabajos recientes indican que ciertos mRNAs celulares también utilizan alguno 
de estos mecanismos, al menos bajo determinadas condiciones (Calkhoven et al., 2000; 
Harding et al., 2000; Morris y Geballe, 2000; Rogers et al., 2004; Chappell et al., 2006; Mauro 
et al., 2007; Lewis y Holcik, 2008; Spriggs et al., 2008). Sin embargo, estas estrategias fueron 




siguen desempeñando) los sistemas virales en la disección de los aspectos que contribuyen a 




















Fig. 10. Mecanismos no convencionales de traducción de RNAs virales. El codón de iniciación (AUG) de 
la primera ORF se indica en todos los casos y está precedido por una 5' UTR. Las estrategias de rastreo  
ribosomal discontinuo e iniciación interna dependen de la presencia de estructuras secundarias 
(simbolizadas por estructuras del tipo horquilla); en el último caso además se incluyen dos 
representaciones con un IRES situado en la 5’ UTR o en una posición interna, respectivamente. Las 
flechas de trazo grueso indican sitios de inicio de traducción independientes.   
 
4.2.1. Corrimiento en la pauta de lectura del ribosoma (ribosomal frameshifting) 
En este mecanismo, señales que se encuentran en el mRNA provocan que el ribosoma, que 
ha iniciado la traducción en una pauta de lectura, cambie a otra durante la fase de elongación y 
continúe el proceso (Fig. 10) (Giedroc et al., 2000; Baranov et al., 2002). Los requerimientos 
para que ocurra este cambio son esencialmente dos: una secuencia de siete nucleótidos que 
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se ajusta al consenso X-XXY-YYZ (siendo X cualquier base, Y normalmente A o U, y Z, 
cualquier base a excepción de G) y que facilita el deslizamiento del ribosoma, y un elemento 
próximo altamente estructurado situado entre 5 y 8 nt aguas abajo de donde se produce el 
deslizamiento. Este elemento puede ser una horquilla simple o un pseudonudo más complejo 
(Chamorro et al., 1992; Shen y Tinoco, 1995; Ten Dam et al., 1990, 1995; Giedroc et al., 2000; 
Giedroc y Cornish, 2009). Se postula que este tipo de estructuras podría servir para que el 
ribosoma realice una pausa facilitando así el desplazamiento, o que constituya un sitio de 
reconocimiento para la unión de alguna proteína celular involucrada en el proceso. Además, un 
codón de parada se encuentra con frecuencia inmediatamente aguas abajo de las señales de 
desplazamiento y parece tener un efecto positivo en el proceso, probablemente porque 
contribuye a la parada del ribosoma (Brault y Miller, 1992; Di et al., 1993). En algún caso se ha 
descrito también la contribución de secuencias situadas a larga distancia del sitio de 
desplazamiento (Mohan et al., 1995; Wang y Miller, 1995). La eficiencia del proceso de 
corrimiento puede oscilar entre 1-30%, dependiendo de las señales en el mensajero y de los 
sistemas de ensayo empleados (Dreher y Miller, 2006). 
Este tipo de mecanismo ha sido descrito para virus de la familia Luteoviridae (Di et al., 1993) 
y para miembros de los géneros Sobemovirus (Makinen et al., 1995) y Dianthovirus (Kim y 
Lommel, 1994; Ryabov et al., 1994). Todos ellos utilizan una estrategia de corrimiento de – 1 nt 
en la pauta de lectura para regular la expresión de la RdRp. También un mecanismo de este 
tipo, pero menos caracterizado, podría ser el responsable de la traducción de una proteína de 
12 kDa que presenta propiedades de unión a RNA en el virus M de la patata (Potato virus M, 
PVM, Carlavirus). Esta proteína se traduciría por un corrimiento de -1 nt en la pauta de lectura 
del gen de la CP, al alcanzarse el codón de parada de dicho gen. Este mecanismo requeriría 
sólo una secuencia de 4 nt localizada inmediatamente aguas arriba del mencionado codón, que 
presumiblemente induce la parada (Gramstat et al., 1994). Otros dos casos bastante inusuales  
donde se ha descrito este mecanismo conciernen al virus de la tristeza de los cítricos (Citrus 
tristeza virus, CTV, Closterovirus), donde los ribosomas emplean un mecanismo de corrimiento 
en la pauta de lectura de + 1 nt para expresar su RdRp (Karasev et al., 1995; Cevik et al., 
2008) , y al TuMV (Potyvirus) donde los ribosomas parecen experimentar un corrimiento de + 2 




codificante está imbricada dentro del gen P3 (implicado en replicación y/o determinación de 
síntomas) y está conservada en todos los potyvirus de la base de datos (Chung et al., 2008). 
 
4.2.2. Lectura a través de codones de terminación débiles (readthrough) 
Este mecanismo ocurre durante la traducción de algunas ORFs de ciertos mRNAs virales, 
generándose una segunda proteína con una extensión en el extremo C-terminal (readthrough 
domain) debido a la supresión de un codón de parada (Fig. 10). Esta supresión ocurre cuando 
el anticodón de un  aminoacil-tRNA hibrida con el codón de parada de la primera ORF en el 
sitio ribosomal A, y se produce transferencia peptídica en lugar de inserción de un factor de 
disociación en dicho sitio. La eficiencia de este mecanismo suele oscilar entre 1-10% y 
depende del contexto del codón de parada y de la presencia de tRNAs supresores que pueden 
decodificar el codón de parada correspondiente. 
Esta estrategia es empleada por distintos virus para producir la RdRp o extensiones de la 
CP que están normalmente involucradas en la transmisión por vectores (Tamada y Kusume, 
1991; Miller et al., 1995; Zaccomer et al., 1995). El caso más estudiado corresponde a la RdRp 
del TMV. El gRNA del TMV produce dos proteínas implicadas en replicación de tamaños 126 y 
183 kDa, respectivamente. La segunda proteína, la RdRp viral, es expresada por un 
mecanismo de supresión de la terminación del gen de la p126. La secuencia UAGCARYYA 
(siendo el UAG el codón de parada del gen que codifica la p126, R una purina e Y una 
pirimidina) parece clave para que, en algunas rondas de traducción, los ribosomas continúen el 
proceso al alcanzar el codón de parada del gen de la p126 (Skuzeski et al., 1991; Namy et al., 
2001). También, los miembros de la mayoría de géneros de la familia Tombusviridae utilizan 
este mecanismo para regular la expresión de la RdRp y, además, en el género Machlomovirus 
este mecanismo puede ser empleado para extender el gen de la MP (comentado en el 
apartado 2 de esta tesis). Componentes de la familia Luteoviridae, o de los géneros Furovirus 
(no asignado a familia), Benyvirus (no asignado a familia) y Pomovirus (no asignado a familia) 
presentan un codón de parada débil en el gen de la CP, de modo que puede generarse una 
segunda proteína correspondiente a la CP con una extensión en el extremo C-terminal. La CP 
de miembros de la familia Luteoviridae por sí sola es capaz de formar viriones infecciosos, pero 
la proteína con la extensión C-terminal es necesaria para la transmisión del virus por áfidos 
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(Brault et al., 1995, 2005), de forma similar a lo que ocurre con el virus mop-top de la patata 
(Potato mop-top virus, PMTV, Pomovirus), que también necesita la extensión C-terminal de la 
CP para ser transmitido por hongos (Reavy et al., 1998). Sin embargo, en el virus de las venas 
necróticas y amarillas de la remolacha (Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV, Benyvirus) el 
dominio readthrough es requerido para la formación de viriones (Schmitt et al., 1992), además 
de facilitar la transmisión por hongos del virus (Tamada et al., 1996; Reavy et al., 1998). Las 
señales que dirigen este mecanismo en los virus de la familia Luteoviridae son diferentes a las 
del TMV, concretamente una secuencia de entre 8 y 16 nt, rica en citosinas, próxima al codón 
de parada del gen de la CP y otra secuencia localizada 700 nt aguas abajo de dicho codón 
(Brown et al., 1996). 
 
4.2.3. Reiniciación 
Este mecanismo requiere la presencia de una (o varias) ORF(s), normalmente pequeña(s)  
(short ORF, sORF), que es traducida por los ribosomas y termina antes del comienzo de la 
ORF principal (Fig. 10). Cuando los ribosomas llegan al codón de parada de la sORF, las 
subunidades ribosomales 40S reinician la síntesis proteica en el siguiente codón de iniciación 
(Luukkonen et al., 1995). Para que este mecanismo pueda ocurrir, en general es necesario que 
el tamaño de la sORF no exceda de los 30 codones para evitar en lo posible la disociación de 
factores esenciales, y que la distancia que separa a la sORF de la ORF principal sea superior a 
70 nt  para permitir que, después del primer proceso de traducción, la subunidad 40S pueda 
volver a unirse al complejo eIF2-GTP-Met-tRNA, necesario para el reconocimiento del siguiente 
codón de inicio y la traducción de la ORF correspondiente (Meijer y Thomas, 2002).   
En miembros del género Begomovirus (familia Geminiviridae) se ha propuesto la utilización 
de los mecanismos de escape al proceso de rastreo ribosomal (que se explica más adelante) y 
de reiniciación combinados para la síntesis de algunas de sus proteínas (Shivaprasad et al., 
2005). 
Una variante particular de este tipo de mecanismo ocurre en el CaMV (Caulimovirus) y otros 
pararetrovirus relacionados, como son el virus del mosaico del Figwort (Figwort mosaic virus, 
FMV, Caulimovirus) o el virus del rayado clorótico del cacahuete (Peanut chlorotic streak virus, 




traducción de una o más ORFs largas. En el caso concreto del CaMV, la proteína TAV 
(translational transactivator protein) codificada por la ORFVI del virus, parece activar la 
traducción de las ORFs largas consecutivas presentes en el mRNA policistrónico 35S del virus 
(Bonneville et al., 1989; Fütterer y Hohn, 1991; Park et al., 2001). 
Además de en RNAs virales, este mecanismo se ha propuesto también para la traducción 
de algunos mRNAs celulares que presentan secuencias líder con sORFs que desempeñan un 
papel en la regulación de la traducción de la(s) ORF(s) localizada(s) aguas abajo (Grant et al., 
1995; Morris y Geballe, 2000; Sarrazin et al., 2000; Gaba et al., 2001; Lu et al., 2004; Iacono et 
al., 2005).  
 
4.2.4. Rastreo ribosomal discontinuo (shunting) 
Este mecanismo, fue descrito por primera vez en el CaMV (Fütterer et al., 1990, 1993) y,  
más tarde, en el RTBV (Tungrovirus) (Fütterer et al., 1996). En estos virus, el proceso opera 
sobre la secuencia líder de su RNA pregenómico (pgRNA), que contiene múltiples sORFs en 
una región muy estructurada. El plegamiento que adopta esta región junto a la presencia de 
sORFs constituye una barrera para la migración lineal de los ribosomas (Ryabova et al., 2000; 
Pooggin et al., 2000). La sORF 5’-proximal, que termina inmediatamente aguas arriba de la 
región estructurada, y esta región en sí misma parecen ser imprescindibles para que se 
produzca el mecanismo de rastreo ribosomal discontinuo (Fig. 11). Algunos ribosomas al 
alcanzar el elemento de estructura secundaria “saltan” y reanudan el proceso aguas abajo, 
comenzando la síntesis proteica en la siguiente ORF larga (ORFVII en el CaMV y ORFI en el 
RTBV). Se ha determinado, además, una serie de parámetros que son críticos en este proceso 
como son el tamaño óptimo de la sORF, que oscila entre 2 y 15 codones (Hemmings-
Mieszczak et al., 2000; Pooggin et al., 2000), y la distancia entre el codón de parada de la 
sORF y la base del tallo de la estructura secundaria, que ha de ser entre 5 y 10 nt (Dominguez 
et al., 1998; Pooggin et al., 2000). 
Junto al CaMV y al RTBV, la mayoría de pararetrovirus de plantas contienen en la región 
líder sORFs seguidas por zonas muy estructuradas (Pooggin et al., 1999). Posiblemente este 
mecanismo esté conservado entre virus de la familia Caulimoviridae (Pooggin et al., 1999), con 
excepción del virus de la hoja amarilla y rizada del Cestrum (Cestrum yellow leaf curl virus, 
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CYLCV, Caulimovirus) que presenta una región líder diferente (Stavolone et al., 2003). Este 
mecanismo podría tener también lugar en al menos un virus RNA de plantas, el virus esférico 
del tungro del arroz (Rice tungro spherical virus, RTSV, Waikavirus, Sequiviridae) (indicado 
como resultado no publicado en Ryabova et al., 2006). Curiosamente este virus y el RTBV 
coexisten en la naturaleza y causan, mediante interacción sinérgica, la enfermedad del tungro 
en el arroz. Una hipótesis atractiva es que quizá estos dos virus han coevolucionado 
desarrollando una estrategia de traducción común por medio del intercambio de su información 
genética. 
 
Fig. 11. Representación esquemática de la región líder de los pgRNAs del RTBV y del CaMV, donde se 
produce el mecanismo de rastreo ribosomal discontinuo. La sORF aparece sobre un fondo naranja, a 
continuación se representa la región de estructura secundaria y, por último, el inicio de la ORF larga que 
traducen los ribosomas después del “salto” y que se muestra sobre fondo azul. En el caso del CaMV, el  
rectángulo previo a la ORFVII, delimita un sitio alternativo de inicio de la traducción caracterizado por un  
codón no canónico (AUA) en lugar del AUG convencional (basado en Pooggin et al., 2006). 
 
Aunque el mecanismo de rastreo ribosomal discontinuo no parece estar muy extendido en la 
naturaleza, además de en los mencionados virus de plantas, también se ha descrito en ciertos 
virus de animales (Latorre et al., 1998; Yueh y Schneider, 2000; Sen et al., 2004) y en algún 
mensajero celular (Rogers et al., 2004; Chappell et al., 2006; Mauro et al., 2007). 
 
4.2.5. Escape al proceso de rastreo ribosomal (leaky scanning) 
Este mecanismo es utilizado frecuentemente por virus de plantas y permite la traducción de 
dos o, excepcionalmente, tres proteínas a partir de un único mRNA. Se caracteriza porque una 




codón de inicio, ya sea porque esta flanqueado por un contexto subóptimo o porque es un 
codón de iniciación débil, continuando el rastreo hasta alcanzar otro codón más apropiado 
donde se inicia la síntesis proteica (Fig. 10). En este mecanismo puede estar involucrada una 
misma ORF con sitios de inicio diferentes o, alternativamente, ORFs solapantes u ORFs 
consecutivas (Fig. 12). 
La eficiencia de reconocimiento del primer codón va a depender de la secuencia que lo 
flanquea, de las condiciones del sistema de traducción y de otras señales del mRNA (Dinesh-
Kumar y Miller, 1993). Así, tanto el virus de la hoja enrollada de la patata (Potato leafroll virus, 
PLRV, Luteovirus) como el BYDV (cepa PAV) presentan dos ORFs solapantes que son 
traducidas por este mecanismo (Fig. 12) y, sin embargo, las proteínas correspondientes se 
sintetizan en proporciones 100:1 y 1:7, respectivamente (Dinesh-Kumar et al., 1992; Dinesh-
Kumar y Miller, 1993).  
 
Fig. 12. Virus que utilizan el mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal para expresar algunos 
de sus genes. El género al que pertenecen cada uno de los virus aparece en cursiva. Sólo se muestran 
las ORFs implicadas en el mecanismo, que han sido representadas por medio de rectángulos (con línea 
discontinua si el tamaño de la ORF no está a escala). El codón de inicio de cada ORF y el contexto de 
secuencia que lo flanquea aparecen especificados (basado en Dreher y Miller, 2006).  
 
Entre los virus que utilizan este mecanismo para traducir dos proteínas a partir de sitios de 
inicio diferentes en una misma ORF se encuentran el virus de la sharka (PPV, Plum pox virus, 
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Potyvirus)  (Riechmann et al., 1991; Simon-Buela et al., 1997) o el virus del mosaico del 
chícharo (CPMV, Cowpea mosaic virus, Comovirus) (Holness et al., 1989) (Fig. 12). 
La expresión de dos ORFs solapantes mediante el mecanismo de escape al proceso de 
rastreo se ha descrito en el caso del BYDV (Luteovirus) (Dinesh Kumar-y Miller, 1993), del 
TYMV (Tymovirus) (Weiland y Dreher, 1989), del CNV (Tombusvirus) (Rochon y Johnston, 
1991), del virus del mosaico del frijol del sur (Southern bean mosaic virus, SBMV, 
Sobemovirus) (Sivakumaran y Hacker, 1998), del virus del amarilleamiento de la remolacha 
occidental (Beet western yellows virus, BWYV, Polerovirus) (Veidt et al., 1998), del virus del 
mosaico estriado de la cebada (Barley stripe mosaic virus, BSMV, Hordeivirus) (Zhou and 
Jackson, 1996), y del virus X de la patata (Potato virus X, PVX, Potexvirus) (Verchot et al., 
1998) (ejemplos en Fig. 12).  
Por último, entre los virus que utilizan esta estrategia para la expresión de ORFs 
independientes se encuentra el virus del macizo del cacahuete (Peanut clump virus, PCV, 





Fig. 13. Representación de las ORFs involucradas en un mecanismo de escape al proceso de rastreo 
ribosomal en el pgRNA del RTBV. Se especifica el codón de inicio de cada ORF y el contexto que lo 
flanquea. 
 
El RTBV representa un caso muy destacable de escape al proceso de rastreo ya que 
mediante este mecanismo se producen tres proteínas independientes a partir de un mismo 
mRNA. Las ORFs que codifican dichas proteínas están solapadas por medio de codones de 
inicio y parada del tipo AUGA (Futterer et al., 1997). La ORFI presenta un codón de iniciación 
débil AUU y se ha estimado que un 10% de los ribosomas que han iniciado el rastreo desde el 
extremo 5’ del mRNA comienza la traducción de dicha ORF, mientras que el resto continúa el 
rastreo hasta alcanzar el codón de inicio de la ORFII (Futterer et al., 1996, 1997). El contexto 
subóptimo que flanquea a este último codón permite, a su vez, que una fracción de los 




en un contexto más favorable (Fig. 13). La región que han de recorrer los ribosomas hasta 
alcanzar la ORFIII es de aproximadamente 1 kb y carece de codones AUG adicionales en 
cualquier pauta de lectura, un rasgo compartido por badnavirus relacionados. Esto sugiere que 
el mecanismo de escape al proceso de rastreo que da lugar a tres proteínas distintas está 
conservado en dos géneros diferentes de pararetrovirus baciliformes (Poogin et al., 1999). 
Al igual que ocurre con algunas de las estrategias descritas anteriormente, el mecanismo de 
escape al proceso de rastreo ribosomal también es empleado por algunos mRNAs celulares 
(Touriol et al., 2003; Wang y Rothnagel, 2004; Iacono et al., 2005; Zhou y Song, 2006).  
 
4.2.6. Iniciación interna 
En contraste con los mecanismos descritos anteriormente que se caracterizan por un 
rastreo ribosomal dependiente del extremo 5’, el mecanismo de iniciación interna está mediado 
por la presencia de una región en el mRNA, denominada IRES como se ha comentado 
anteriormente, que recluta directamente a los ribosomas y factores de iniciación para comenzar 
la síntesis proteica.  
Los IRES se descubrieron por primera vez en virus animales, concretamente en 
picornavirus (Jang et al., 1988; Pelletier y Sonenberg, 1988). La 5’ UTR de estos virus presenta 
una gran complejidad estructural y se postuló que su traducción podía tener lugar mediante un 
mecanismo inusual, distinto del utilizado en la mayoría de mRNAs eucariotas donde los 
ribosomas comienzan el barrido desde el extremo 5’ del mensajero. Esta hipótesis se 
comprobó mediante el diseño de mRNAs bicistrónicos y el análisis de la eficiencia de su 
traducción: sólo se observaba expresión del segundo gen cuando un segmento de la 5’ UTR de 
los picornavirus estaba presente entre los dos cistrones, indicando que el IRES era activo 
incluso fuera de su contexto genético (Jang et al., 1988; Pelletier y Sonenberg, 1988; Martínez-
Salas, 1999; Hellen y Sarnow, 2001). Posteriormente este tipo de elementos han sido descritos 
en otros mRNAs virales, tanto de animales (Jang, 2006; Fraser y Doudna, 2007; Martínez-
Salas et al., 2008) como de plantas (Wong et al., 2008), y en algunos mRNAs celulares 
(Dinkova et al., 2005; Graber y Holcik, 2007; Lewis y Holcik, 2008; Mardanova et al., 2008; 
Spriggs et al., 2008). 
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Entre los virus de plantas donde se han descrito elementos IRES se encuentra el TEV   
(Potyvirus, Potyviridae), el PLRV (Luteovirus,  Luteoviridae), el TMV (Tobamovirus, sin asignar 
a familia) y el HCRSV (Carmovirus, Tombusviridae), todos ellos virus de ssRNA+. 
Los elementos IRES pueden localizarse en la 5’ UTR o internamente en el genoma. Los  
miembros de la familia Potyviridae presentan elementos IRES en su 5’ UTR. Los RNAs de esta 
gran familia se asemejan a los RNAs de picornavirus, ya que también codifican una proteína 
VPg que se une covalentemente al extremo 5’ y una cola poliA en el extremo 3’. Como ya se ha 
comentado anteriormente, la proteína VPg podría interaccionar con el factor proteico eIF4E y 
dicha unión podría tener un papel en la traducción viral, aunque este punto no está aún claro. 
Los potyvirus difieren de los picornavirus en que sus VPgs son bastante más grandes y su 5’ 
UTR es bastante más corta (alrededor de 150 nt en potyvirus frente a 600-1200 nt en 
picornavirus) y menos estructurada. El diseño de mensajeros bicistrónicos con la 5’ UTR del 
TEV entre los dos cistrones, reveló traducción in vitro del segundo gen, sugiriendo que dicha 
región actuaba como un IRES (Gallie, 2001). El IRES del TEV se ha cartografiado en un 
segmento de 143 nt donde se ha definido un pseudonudo (PK1), entre los nt 38 y 75, 
importante para la traducción (Zeenko y Gallie, 2005; Khan et al., 2008) (Fig. 15). Un bucle (L3) 
de PK1 es complementario a los nt 1117-1123 nt del 18S rRNA. Las mutaciones en L3 que 
perturban esta complementariedad reducen sustancialmente la eficiencia de la traducción, 
mientras que las mutaciones que la conservan no alteran dicha eficiencia. Esta interacción 
quizá favorece la unión de la subunidad ribosomal 40S al RNA viral, facilitando el proceso de 
traducción (Zeenko y Gallie, 2005). Además de este pseudonudo, una secuencia aguas arriba 
del mismo, entre los nt 28 y 37, también parece necesaria (Fig. 15). Experimentos adicionales 
han corroborado que la 5’ UTR confiere al virus capacidad de traducción in vivo por un 
mecanismo independiente de cap y que además involucra específicamente al factor de 
iniciación eIF4G (Gallie, 2001; Ray et al., 2006; Khan et al., 2008) (Fig. 15) 
Las 5' UTRs de otros potyvirus, como el virus Y de la patata (Potato virus Y, PVY) (Fig. 15), 
el PPV o el TuMV, también estimulan la traducción por un mecanismo independiente de cap en 
diversos sistemas de ensayo. En construcciones bicistrónicas, la 5’ UTR del PVY promueve in 




demostrado que los últimos 55 nt de dicha región son los más importantes para que tenga lugar  
el proceso de iniciación interna en protoplastos de plantas de tabaco (Yang et al., 1997).  
 
 
Fig. 14. Organización genómica de virus de plantas que utilizan el mecanismo de iniciación interna para la 
expresión de alguno de sus genes. Los elementos IRES en el genoma viral están representados por 
medio de pequeños rectángulos negros. Las flechas con doble cabeza del TEV indican las posiciones de 
corte de la poliproteína. En el TMV-U1 y en el crTMV la MP es traducida a partir del sgRNA I2, mientras 
que en el crTMV la traducción de la CP puede ocurrir a partir del sgRNA I2 y del gRNA (basado en Kneller 
et al., 2006). 
 
Los RNAs virales de los géneros Polerovirus y Enamovirus, dentro la familia Luteoviridae,  
tienen también una proteína VPg unida covalentemente al extremo 5’, por lo que cabría esperar 
que estos virus contuvieran elementos IRES en la 5’ UTR. En el caso del polerovirus PLRV 
(Fig. 14), los tres genes más próximos al extremo 5’ se traducen a partir del gRNA, mientras 
que el resto de ORFs localizadas aguas abajo, lo hacen a partir de sgRNAs (Tacke et al., 1990; 
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Ashoub et al., 1998). Hasta el momento no se ha identificado ningún elemento en la 5’ UTR 
capaz de mediar la traducción por un mecanismo independiente de cap; sin embargo se ha 
descrito una secuencia que permite la traducción de una proteína de 5 kDa, denominada Rap1, 
codificada por un gen imbricado dentro de la ORF2 (Jaag et al., 2003) (Fig. 14). La función 
específica de Rap1 se desconoce, pero es indispensable para la replicación viral. La 
secuencia, que actúa como IRES, se localiza alrededor de 1500 nt aguas abajo del extremo 5’ 
del gRNA (Jaag et al., 2003), y se caracteriza por un motivo rico en polipurinas, 
GGAGAGAGAGG, situado 22 nt aguas abajo del codón de inicio del gen de la Rap1. Este 
motivo, junto con los primeros 22 nt del gen de la Rap1, es suficiente para mediar la traducción 
por un mecanismo independiente de cap in vitro, pero no in vivo (Jaag et al., 2003).  
Entre los virus que presentan elementos IRES localizados internamente en el genoma, se 
encuentran el TMV y el HCRSV. La presencia de estos elementos permite a estos virus la 
traducción de genes internos o 3’-proximales. El TMV (cepa U1, TMV-U1) presenta cuatro 
ORFs, las dos primeras codifican proteínas implicadas en replicación y se traducen a partir del 
gRNA, mientras que los genes internos y 3’-proximales codifican la MP y la CP, 
respectivamente, y se traducen a partir de sgRNAs. El sgRNA I2 del TMV-U1 es dicistrónico, y  
no presenta estructura cap en 5’ (Hunter et al., 1983; Joshi et al., 1983). Se ha identificado un 
elemento IRES, con un tamaño de 75 nt, localizado aguas arriba del gen de la MP (y que se 
corresponde con la 5’ UTR del sgRNA I2) denominado  IRESMP, 75U1 (Fig. 14) que promueve la 
traducción de la MP. Sin embargo, la misma secuencia es incapaz de mediar la expresión de 
dicha proteína a partir del gRNA, probablemente por problemas de inaccesibilidad de los 
ribosomas a dicha región (Skulachev et al., 1999). Un elemento funcionalmente similar,   
IRESMP,75CR, está presente en el tobamovirus que infecta crucíferas (crTMV) (Skulachev et al., 
1999) (Fig. 14). Este último además contiene otro elemento IRES que media la traducción de la 
CP a partir del sgRNA I2 y del gRNA (Ivanov et al., 1997; Dorokhov et al., 2002). Este IRES, 
llamado IRESCP, 148CR, está constituido por 148 nt y está localizado en la región del genoma que 
codifica la MP aunque también solapa 25 nt con el gen de la CP (Ivanov et al., 1997) (Fig. 14). 
El análisis de la secuencia y de la estructura de IRESCP, 148CR  revela la presencia de diferentes 
tallos y bucles flanqueados por dos regiones de polipurinas ricas en A (polypurine A-rich 




que una versión simplificada de la PARS, consistente en tan sólo una secuencia (GAAA)16, 
también promueve la iniciación interna de forma muy eficiente. Experimentos in vivo indican  
que el IRESCP, 148CR favorece la producción temprana de CP, lo que parece facilitar el 
movimiento sistémico del virus durante la infección de plantas crucíferas (Asurmendi et al., 












Fig. 15. Elementos IRES de algunos virus de plantas, localizados en la región 5’ UTR (TEV, PVY) o en  
regiones intergénicas (crTMV). En el TEV se han representado los primeros 75 nt del elemento IRES, que 
incluye los 45 nt del pseudonudo PK1 con la secuencia complementaria al 18S rRNA en L3 subrayada   
(basado en Kneller et al., 2006). 
 
En el HCRSV se ha demostrado también la existencia de un IRES que dirige la traducción 
de CP desde el gRNA y los sgRNAs. Este elemento, que actúa sinérgicamente con la 3’ UTR, 
consta de 100 nt y está localizado inmediatamente aguas arriba del gen de la CP (Koh et al., 
2003, 2006). Al diseccionar el elemento IRES, se observó que en la primera mitad se localiza 
una secuencia de seis nucleótidos necesaria para su actividad mientras que, en la segunda 
mitad, la secuencia primaria y un motivo GNRA no son esenciales para dicha actividad.  Al 
igual que otros IRES, el del HCRSV promueve la expresión del segundo cistrón en  
construcciones bicistrónicas homólogas y heterólogas, y dicha expresión se ve incrementada 
cuando se introduce la 3’ UTR del virus, lo que verifica la cooperación entre el elemento IRES y 
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5. VARIABILIDAD Y EVOLUCIÓN DE LOS VIRUS 
 
 
El análisis de las estructuras genéticas y de la evolución de las poblaciones resulta crucial 
en el área de la Biología. Con el desarrollo de la disciplina conocida como Evolución Molecular, 
que surge de la interacción entre aproximaciones experimentales, descriptivas y teóricas y que 
actualmente ha experimentado un gran impulso gracias a la Bioinformática, se han podido 
determinar las relaciones evolutivas entre distintos organismos basándose en el análisis de 
genes y genomas, y de proteínas y proteomas, prescindiendo de detalles fenotípicos. En el 
caso de los virus, esto es especialmente interesante dada su alta tasa de variación genética y 
la facilidad con que se pueden obtener sus secuencias genómicas, permitiendo estudiar las 
bases de evolución de muchas familias y grupos de virus. El conocimiento de la dinámica 
evolutiva de los virus es esencial para el desarrollo de estrategias estables de control, ya que 
en muchos casos las metodologías utilizadas no son efectivas debido a que las poblaciones 
virales presentan un grado de diversidad genética mayor que el observado en organismos 
superiores (García-Arenal et al., 2003; Timm y Roggendor, 2007;  McBurney y Ross, 2008). 
 
5.1. Heterogeneidad genética de las poblaciones de virus de RNA 
Los virus tienen que enfrentarse con frecuentes cambios ambientales ya que cada nuevo 
hospedador supone una modificación de las condiciones en las que debe llevar a cabo su ciclo 
infeccioso. En el caso de vertebrados, el sistema inmunitario produce además moléculas para 
impedir la multiplicación del patógeno, una situación a la que los virus deben adaptarse para 
poder persistir. Como consecuencia, los virus han desarrollado una gran capacidad para 
generar diversidad genética como estrategia evolutiva, en detrimento del mantenimiento de una 
alta fidelidad de la copia. 
Muchos virus (más del 80% en el caso de virus de plantas) poseen un genoma de RNA y 
son capaces de variar y, por tanto, de evolucionar más rápidamente que los que tienen 
genomas de DNA. Este fenómeno es en gran parte debido a que las RdRps presentan una 
mayor tasa de error que las DdDps, a consecuencia de la ausencia (o muy baja actividad) de 
las funciones correctoras y reparadoras (Domingo y Holland, 1997; Castro et al., 2005; Agol, 




generación, puede dar lugar a una gran cantidad de mutantes que difieren en uno o más 
nucleótidos, lo que se traduce en una gran heterogeneidad genética (Domingo, 1994).  
Como consecuencia de la variación genética, las poblaciones de virus de RNA están 
formadas por distribuciones dinámicas de genomas víricos no idénticos pero genéticamente 
relacionados denominados cuasiespecies (Domingo et al., 1985). Este término fue acuñado por 
primera vez por Eigen, Schuster y colaboradores para referirse a las primeras estructuras 
autorreplicativas (Eigen y Schuster, 1981; Eigen et al., 1981; Eigen y Biebricher, 1988). Las 
cuasiespecies se hallan sometidas a un continuo proceso de variación, competición y selección 
que permiten al virus adaptarse rápidamente en función del ambiente (Eigen, 1996). A medida 
que progresa la infección se imponen, por competición y selección, las variantes con mayor 
eficacia biológica. El reparto de variantes presente en una cuasiespecie no es, pues, arbitrario 
sino que se centra en torno a una secuencia maestra (la de mayor eficacia biológica) que 
generalmente coincide con la secuencia consenso o promedio de la población. Esta última se 
define estadísticamente y tendría en cada posición el nucleótido más frecuente del conjunto de 
moléculas de la cuasiespecie. En un ambiente constante puede darse un equilibrio poblacional 
que conduce a una estasis evolutiva, mientras que las perturbaciones ambientales suelen 
disparar una rápida evolución viral (Domingo, 1994; Domingo et al., 1996). 
 
5.2. Fuentes de variación genética 
La variación genética se genera mediante errores producidos durante la replicación de los 
genomas. En los virus existen tres posibles fuentes de error: mutación, recombinación y 
reordenamiento génico. 
i) Mutación. Es un mecanismo clave en la generación de variación genética. Se define como 
el proceso por el cual nucleótidos que no estaban presentes en la secuencia molde son 
incorporados en la cadena hija durante la replicación. En la mayoría de los casos se trata de 
sustituciones nucleotídicas aunque también pueden producirse deleciones o inserciones. Dada 
la importancia de este mecanismo, es de sumo interés conocer la frecuencia con la que 
ocurren. Se define como tasa de mutación a la cantidad de errores que se producen por 
nucleótido (o por genoma) y por ronda de síntesis o, dicho en otras palabras, es la frecuencia 
con que ocurre una mutación durante la replicación del genoma y es un excelente parámetro 
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para medir el grado de mutabilidad entre los diferentes virus (De Filippis y Villareal, 1999; 
Malpica et al., 2002; Duffy et al., 2008). Las estimaciones de la tasa de mutación para virus de 
RNA que infectan a mamíferos oscilan entre 10-3-10-5 incorporaciones erróneas por nt y por 
ronda de replicación, lo que resulta en aproximadamente un error por genoma por ciclo 
replicativo (Drake y Holland, 1999). Una estimación de la tasa de mutación de un virus de 
plantas, el TMV, indica que dicha tasa es similar a la de los virus líticos de RNA de mamíferos 
(Malpica et al., 2002).  
Como se ha indicado anteriormente las elevadas tasas de mutación que muestran los virus 
de RNA pueden reflejar una estrategia evolutiva (Drake, 1993), aunque esta propiedad también 
conlleva algunos costes como una elevada proporción de mutantes deletéreos y la pérdida de 
infectividad, fenómenos que pueden conducir a una rápida extinción de la población (Holland et 
al., 1990). En cualquier caso, se debe diferenciar entre la tasa de mutación y la frecuencia de 
mutación observada, ya que las dos variables pueden diferir debido a que una fracción 
desconocida de los mutantes generados es deletérea y otra puede ser eliminada de la 
población mediante selección o por deriva génica (ver apartado 5.3). En este contexto, varios 
estudios han demostrado baja diversidad nucleotídica en al menos dos miembros del género 
Tobamovirus, en el virus del moteado atenuado del pepino (Pepper mild mottle virus, PMMV) y 
el virus del mosaico verde atenuado del tabaco (Tobacco mild green mosaic virus, TMGMV), y 
en un closterovirus, el virus del enanismo amarillento de las cucurbitáceas (Cucurbit yellow 
stunning disorder virus, CYSDV) (Rodríguez-Cerezo et al., 1989; Fraile et al., 1996; Rubio et 
al., 2001; Marco y Aranda, 2005). Igualmente, se ha observado baja diversidad entre aislados 
separados geográficamente del virus del pseudo-amarilleamiento de la remolacha (Beet 
pseudo-yellows virus, BPYV, Crinivirus) (Rubio et al., 1999, 2001), y entre aislados de una 
misma región del virus del enanismo clorótico del boniato (Sweet potato chlorotic stunt virus, 
SPCSV, Crinivirus) (Alicai et al., 1999). Sin embargo, el virus del moteado amarillo del arroz 
(Rice yellow mottle virus, RYMV, Sobemovirus), el virus del rizado de la hoja del algodón 
(Cotton leaf curl virus, CLCV, Begomovirus) y un satRNA del virus del mosaico del pepino 
(Cucumber mosaic virus, CMV, Cucumovirus) presentan niveles mayores de variación. En el 
caso del satRNA del CMV y de algunos Geminivirus, dicha variabilidad está asociada a la 




ii) Recombinación. Se puede definir como un proceso mediante el cual el material genético 
de diferentes variantes es intercambiado, dando lugar a la formación de un ácido nucleico 
derivado de dos ácidos nucleicos parentales o más. Este tipo de mecanismo genera variantes 
genéticas con mayores cambios que las resultantes de mutaciones puntuales. Aunque en un 
principio el fenómeno de la recombinación no fue muy explorado en virus, está siendo 
estudiado ampliamente en la actualidad tanto en virus de animales (Prljic et al., 2004; Althaus y 
Bonhoeffer, 2005) como en virus de plantas (Nagy y Bujarski, 1993; Revers et al., 1996; 
Olsthoom et al., 2002; Chare y Holmes, 2006). En estos últimos, el fenómeno de recombinación 
parece ser una fuente de variación muy relevante que contribuye de forma significativa a la 
evolución del virus de RNA (Lai, 1992; Simon y Bujarski, 1994; Roossinck, 1997; Nagy et al., 
1999a; Worobey y Holmes, 1999; Alejska et al., 2001, 2005a, 2005b; García-Arenal et al., 
2001) y de DNA (Navas-Castillo et al., 2000; García-Andrés et al., 2007). 
La recombinación puede ser homóloga, cuando el donador de secuencias reemplaza una 
región homóloga del aceptor dejando su estructura invariable, u homóloga aberrante y 
heteróloga, aunque estas últimas son menos frecuentes (Lai, 1992). La recombinación 
homóloga aberrante ocurre entre secuencias de virus similares donde los entrecruzamientos no 
tienen lugar en regiones homólogas en las dos secuencias, sino en regiones diferentes aunque 
no muy alejadas, y la heteróloga, entre secuencias no relacionadas de RNA. A nivel 
poblacional, la recombinación puede generar cambios dramáticos en las propiedades 
biológicas de los virus con importantes consecuencias epidemiológicas, incluyendo la aparición 
de cepas resistentes o la posibilidad de infectar una nueva gama de huéspedes (Legg y Tresh, 
2000; Monci et al., 2002; García-Andrés et al., 2006). 
iii) Reordenamiento génico. Este proceso ocurre cuando dos virus de genoma bipartito o 
multipartito coinfectan una célula y la progenie resultante posee componentes genómicos de 
ambos parentales. Este fenómeno se ha descrito en poblaciones naturales de virus vegetales 
(Fraile et al., 1997), y puede desempeñar un papel importante en la evolución viral (Qiu y 
Moyer, 1999; Miranda et al., 2000). Al igual que la recombinación, los efectos de las 
reorganizaciones genéticas en los virus pueden ser muy relevantes, pero su papel en la 
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5.3. Factores que determinan la estructura genética de las poblaciones virales 
Desde la década de los sesenta, se han venido discutiendo principalmente dos escenarios  
para explicar la evolución de los organismos. En el primero, las variaciones observadas al 
estudiar una determinada molécula o una población de organismos son el resultado de la 
acción de la selección natural y, en el segundo, dichas variaciones son la consecuencia de 
procesos estocásticos asociados a la deriva genética, es decir, son debidas a un muestreo 
aleatorio de moléculas o genotipos entre generaciones, que se produce en ausencia de 
selección natural (Kimura et al., 1985). Actualmente se acepta que la distribución de variantes 
generadas por mutación, recombinación o reordenamiento génico en una población 
dependerán fundamentalmente de una combinación de los dos procesos evolutivos: la 
selección y la deriva genética. 
 
5.3.1. Selección natural 
La  selección natural es considerada como el motor esencial de la evolución desde que fue 
aceptada por la comunidad científica como la mejor explicación para la evolución de las 
especies. El concepto de selección natural se basa en que la adecuación de las características 
fenotípicas de los organismos frente a distintas condiciones ambientales determina la 
capacidad de los mismos para su supervivencia y reproducción y, mientras el medio 
permanezca inalterado, los individuos más exitosos (en esos mismos términos, supervivencia y 
reproducción) son los que se irán imponiendo y aumentando su frecuencia en la población. Si 
se produce un cambio ambiental, la variación que existe en la población será la materia prima 
que empleará la selección natural para favorecer a las variantes mejor adaptadas en esa nueva 
situación ambiental. La acción de la selección puede ser negativa o positiva. La selección es 
negativa cuando la eficacia de los genotipos mutantes es inferior a la del genotipo silvestre. 
Este tipo de selección permite explicar la eliminación de las mutaciones que son desventajosas 
en la población de estudio (Saitou y Nei, 1986; Seibert et al., 1995; Young y de Pamphilis, 
2000; Hughes et al., 2003). En contraste, se produce selección positiva cuando la eficacia de 
los genotipos mutantes es superior a la del silvestre, lo que resulta en la fijación de mutaciones 
que son ventajosas en la población de estudio y permite explicar la existencia de polimorfismos 




disminución de la diversidad en la población viral y puede ocasionar un aumento de la 
diversidad entre poblaciones si éstas están bajo diferentes presiones selectivas. 
En el caso de los virus, la selección puede actuar a distintos niveles. Un primer grupo de 
presiones selectivas está relacionado con el mantenimiento de algunas características 
estructurales del virus. Por ejemplo, los aminoácidos de las CPs implicados en el ensamblaje y 
estabilización de la nucleocápsida están en general muy conservados dentro de grupos virales 
(Altschuh et al., 1987), y lo mismo ocurre con las estructuras primarias, secundarias o de orden 
superior del RNA viral que son importantes en la replicación (Bacher et al., 1994). Otros 
factores de selección están asociados con las plantas huéspedes o con los vectores de 
transmisión (Power, 2000). En este contexto se ha observado una gran conservación en 
proteínas virales implicadas en el proceso de transmisión mediado por mosca blanca o por 
áfidos (Pirone y Blanc, 1996; Flasinski y Cassidy, 1998; Liu et al., 2002). Asimismo, estudios 
con distintos agentes virales o subvirales han puesto de manifiesto variaciones importantes en 
las poblaciones como consecuencia de su adaptación al huésped (Liang et al., 2002a; 
Sacristán et al., 2005; Ayllón et al., 2006; Rico et al., 2006). En ocasiones, los cambios son tan 
drásticos que las variantes seleccionadas tras pases de un aislado del patógeno en una 
determinada especie vegetal son incapaces de infectar con eficacia al huésped original del que 
se obtuvo el aislado (Fagoaga et al., 1995; Liang et al., 2002a; Tan et al., 2005). El efecto que 
un virus puede tener sobre la población de su planta huésped o sobre el insecto vector 
dependerá de su virulencia, definida como el efecto del patógeno en disminuir las aptitudes del 
organismo que parasita. Esta propiedad puede repercutir en la selección (positiva o negativa) 
de un patógeno y desempeña un papel importante en su evolución (Anderson y May, 1982; 
May y Nowak, 1995). 
 
5.3.2. Deriva genética 
Los virus vegetales pueden alcanzar grandes tamaños poblacionales en las plantas que 
infectan. Sin embargo, el tamaño efectivo de la población (el número de individuos susceptibles 
de transmitir sus genes a una nueva generación), puede ser mucho menor debido a que una 
fracción de la población está compuesta por mutantes que no se multiplicarán. Las poblaciones 
de muchos organismos pueden no ser lo suficientemente grandes como para asegurar que 
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cada variante tenga una descendencia en la próxima generación, de modo que algunos 
factores fortuitos pueden determinar la transmisión de los rasgos genéticos a nuevas 
generaciones. Este proceso se conoce con el nombre de deriva genética. La pérdida de 
eficacia biológica de un virus se puede estudiar en sistemas donde se evita la competición 
entre virus y que constituyen los denominados cuellos de botella genéticos o poblacionales. 
Estos cuellos de botella conducen a un modo de deriva genética conocida como efecto 
fundador, que es una situación extrema de deriva genética y tiene lugar cuando una población 
nueva se inicia con un número pequeño de genotipos seleccionados al azar a partir de la 
población inicial. Este tipo de efectos tiende a disminuir la diversidad dentro de una población y 
a incrementar la diversidad entre poblaciones y, en el caso de virus de plantas, puede darse 
cada vez que una nueva planta huésped es infectada, una nueva especie de planta se 
convierte en huésped, o una nueva área geográfica se coloniza. Asimismo, el proceso de 
dispersión sistémica del virus o transmisión mediante vectores también puede conducir a este 
tipo de situaciones (García-Arenal et al., 1999; French y Stenger, 2003; Sacristán et al., 2003; 
Monsion et al., 2008). 
 
5.4. Coevolución 
La coevolución es un término de la Biología por el que se designa un fenómeno de 
adaptación evolutiva mutua entre dos o varias especies de seres vivos como resultado de su 
influencia recíproca por relaciones como la simbiosis, el parasitismo, la polinización o las 
interacciones entre presa y depredador. La serie de adaptaciones coordinadas que desarrollan 
les permite poder llevar a cabo correctamente la función que desempeñaban o mantener la 
relación que tenían. Para que el fenómeno de coevolución ocurra, son necesarios dos 
requisitos: i) especificidad, la evolución de cada carácter de una entidad se debe a presiones 
selectivas del carácter de la otra y, ii) reciprocidad y simultaneidad, ambos caracteres en las 
dos entidades deben evolucionar conjuntamente y al mismo tiempo (Janzen, 1980). 
La coevolución se puede producir también entre moléculas involucradas en un mismo 
proceso biológico. Un ejemplo de esto podría estar representado por proteínas que intervienen 
en una determinada ruta metabólica o que se asocian para desempeñar una función concreta. 




involucradas. Esto condiciona que cuando se producen cambios en una de ellas, estos 
cambios sean compensados en la otra proteína, asegurando el correcto funcionamiento del 
organismo que las codifica. El fenómeno de coevolución se puede producir incluso dentro de 
una misma molécula, ya sea proteína o ácido nucleico, por la dependencia que puede existir 
entre distintos residuos para mantener la eficacia biológica de la molécula en cuestión 
(revisiones recientes en Galtier y Dutheil, 2007; Pazos y Valencia, 2008). 
 La predicción a priori de las regiones o aminoácidos que están implicados en el 
establecimiento de interacciones entre proteínas o entre dominios de una misma proteína  
(requeridas para realizar correctamente cualquiera de sus funciones), será de gran ayuda para 
el investigador que pretende abordar experimentalmente un estudio mecanístico del proceso en 
el que participa(n). Esto también es aplicable a regiones distintas de un ácido nucleico o de 
diferentes ácidos nucleicos relacionados funcionalmente. La detección de covariaciones dentro 
de una misma molécula o entre moléculas distintas ha sido considerada como un signo de 
posible coevolución y, por lo tanto, la búsqueda de mutaciones correlacionadas (asistida por 
programas bioinformáticos) ha sido ampliamente utilizada para inferir interacciones funcionales 
entre diferentes sitios de una molécula o de moléculas distintas (e.j.: Altschuh et al., 1987; 
Hughes, 1992; Korber et al., 1993; Göbel et al., 1994; Pollock et al., 1999; Larson et al., 2000; 
Goh y Cohen, 2002; Duntheil et al., 2005; Codoñer et al., 2006; Codoñer y Fares, 2008). 
 
6. VIROSIS DEL GERANIO 
 
El geranio (Pelargonium spp.) ocupa una posición importante dentro de la industria floral 
nacional con un consumo anual de más de 20 millones de plantas. Sin embargo, su producción 
se ve a menudo afectada por distintos factores entre los que destacan los daños causados por 
diversos patógenos de tipo viral tales como: el PFBV, el virus del rizado de la hoja del  
Pelargonium (Pelargonium leaf curl virus, PLCV, Tombusvirus), el TMV, el CMV, el virus del 
bronceado del tomate (Tomato spotted wild virus, TSWV, Tospovirus), el virus de las manchas  
necróticas del Impatiens (Impatiens necrotic spot virus, INSV, Tospovirus), el virus del punteado 
del geranio zonal (Pelargonium zonale spot virus, PZSV, Ourmiavirus), el virus de las manchas 
anulares del tomate (Tomato ringspot virus, ToRSV, Nepovirus), el virus de las manchas 
anulares del tabaco (Tobacco ringspot virus, TRSV, Nepovirus) y el PLPV, entre otros. Aunque 
 
 
56 Introducción General 
estos patógenos normalmente no ocasionan la muerte de la planta, reducen su crecimiento 
vegetativo, provocan problemas de enraizamiento y pueden inducir la aparición de manchas o 
patrones cloróticos/necróticos en las hojas, estrías y roturas del color en los pétalos y 
deformaciones en las inflorescencias (Stone, 1980; Nameth y Adkins, 1993; Alonso y Borja, 
2005). Además de estos perjuicios en la calidad de las plantas, la presencia de estos agentes 
infecciosos limita las posibilidades de exportación del material producido ya que las normativas 
a este respecto son cada vez más estrictas. Así pues, las virosis del geranio repercuten de 
forma muy negativa en la comercialización de esta planta ornamental y a menudo conducen a 
importantes pérdidas económicas. Esta situación se ha agravado en los últimos años en los 
que se ha producido un aumento progresivo de las infecciones virales del geranio en Europa 
occidental propiciado, muy probablemente, por la habitual multiplicación del material  por 
propagación vegetativa y por el hecho de que la mayoría de los virus sólo causan una 
sintomatología evidente bajo ciertas condiciones ambientales. 
 
6.1. El virus del arabesco del Pelargonium (PLPV) 
Una prospección realizada recientemente en España ha puesto de manifiesto que el PLPV 
es el agente de tipo viral más frecuente en geranio con porcentajes de incidencia que oscilan 
entre el 40 y el 90 % dependiendo del área geográfica examinada (Alonso y Borja, 2005). Este 
virus puede aparecer sólo o en infecciones mixtas, principalmente junto al PFBV, el CMV, el 
TMV o el PLCV. Una situación similar es previsible en países de nuestro entorno y, 
probablemente, en otros más alejados (Stone, 1980; Bouwen y Maat, 1992; Franck y 
Loebenstein, 1994), aunque no hay estudios detallados a este respecto. 
 
6.1.1. Propiedades biológicas y modos de transmisión 
El PLPV fue descrito por primera vez por Stone y Hollings (1971, 1976). La expresión de los 
síntomas inducidos por el PLPV en geranio se encuentra altamente influenciada por las 
condiciones externas y varían estacionalmente (Bouwen y Maat, 1992). Las infecciones 
causadas por el PLPV en P. peltatum, P. glandiforum y P. zonale, sus huéspedes naturales, 
son frecuentemente asintomáticas, aunque esta última especie puede presentar manchas 




La gama de huéspedes experimentales del PLPV incluye 37 especies distribuidas en 9 
familias de plantas, incluyendo a Beta vulgaris, Solanum lycopersicum, Ocimum basilicum, 
Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Solanum tuberosum o Vicia faba, entre otros. La especie 
utilizada como huésped para el diagnóstico de este virus suele ser Chenopodium quinoa y el 
huésped más empleado en el mantenimiento y propagación del virus es Nicotiana clevelandii 




                                                                                            
Fig. 16. Síntomas inducidos por el PLPV en 
hojas de geranio (fotos cedidas por M. Borja del 
vivero “La Veguilla”, Fundación Promiva) 
 
El PLPV se transmite por inoculación mecánica, por injerto y por contacto entre plantas. 
Hasta el momento no se ha descrito su transmisión por medio de ningún vector biológico (Brunt 
et al., 1996). 
 
6.1.2. Propiedades moleculares 
A pesar de que la enfermedad causada por el PLPV es bien conocida desde hace tiempo, 
los datos moleculares acerca de este patógeno al inicio de este trabajo eran muy escasos.  
Concretamente se disponía de la secuencia nucleotídica del gen de la CP de un aislado del 
virus que había sido depositada en la base de datos (Kinard et al., 1999). Está descrito como 
un virus muy resistente (punto de inactivación térmica de 85ºC), que presenta partículas 
isométricas de 30 nm y un genoma monopartido de RNA de simple cadena y polaridad positiva 
de aproximadamente 4 kb (Brunt et al., 1996), características que comparte con miembros de 
la familia Tombusviridae (Lommel et al., 2005), aunque formalmente no ha sido adscrito a 























         










El PLPV es el agente de tipo viral más frecuente en geranio en España y, probablemente, 
en otros países del entorno. Las propiedades morfológicas y físico-químicas de este virus 
sugerían que podría tratarse de un nuevo miembro de la familia Tombusviridae, aunque la 
escasez de datos moleculares sobre el mismo no había permitido su adscripción formal a esta  
familia. Dada la importancia que el PLPV ha ido adquiriendo como patógeno de una planta 
ornamental ampliamente utilizada, en esta tesis se ha pretendido profundizar en sus 
características moleculares. Los objetivos concretos que se han planteado son los siguientes: 
 
1.- Determinación de la organización genómica del PLPV, seleccionando un aislado del 
virus para llevar a cabo la secuenciación completa de su gRNA con el fin de tratar de 
establecer su posición taxonómica. Este objetivo se complementará con la identificación y 
caracterización de los RNAs virales que se acumulan en plantas infectadas para obtener datos 
preliminares acerca de las estrategias de expresión génica del PLPV. 
 
2.- Obtención de un clon infeccioso del PLPV y análisis de la actividad biológica de los 
transcritos generados in vitro en diferentes huéspedes. Se pretende disponer de la  
herramienta necesaria para poder realizar un estudio detallado de las relaciones estructura-
función en el PLPV. 
 
3.- Análisis mutacional de las ORFs identificadas en el genoma del PLPV mediante 
experimentos de genética reversa con el clon infeccioso. Se persigue identificar ORFs 
funcionales, obtener información acerca del papel de dichas ORFs en el ciclo biológico del virus 
y dilucidar los mecanismos de traducción que el virus emplea para expresar todos sus genes. 
 
4.- Estudio de la variabilidad molecular del PLPV. Para obtener datos acerca de las 
presiones selectivas a las que se encuentra sometido el genoma viral, se partirá de una 
colección de aislados de distinta procedencia y se secuenciará y comparará una región del 
genoma que abarca a los genes de las MPs y de la CP así como segmentos flanqueantes 
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The genomic structure of Pelargonium line pattern virus (PLPV), a tentative member of a 
proposed new genus within the family Tombusviridae, has been recently determined. However, 
little is known about the genetic variability and population structure of this pathogen. Here, we 
have investigated the heterogeneity of PLPV isolates from different origins by sequence 
analysis of a 1817 nt fragment encompassing the movement (p7 and p9.7) and coat (CP) 
protein genes as well as flanking segments including the complete 3´ untranslated region. The 
results of the analyses have revealed that distinct protein domains are under different selective 
constraints and that maintenance of certain foldings in RNA regulatory regions might be an 
important factor limiting the heterogeneity. Covarying amino acids within and between proteins 
have been detected suggesting specific intra- and inter-protein interactions during the infectious 
cycle. We also report evidences of an extremely rapid evolution of PLPV after being transferred 
to a new plant species. Moreover, the evolutionary trajectory after host switch was perfectly 








RNA viruses are known to generate high levels of genetic variation that allow them to evolve 
rapidly facilitating their successful adaptation to new environments and the expansion of their 
host ranges. The low fidelity of the viral encoded RNA dependent-RNA polymerases (RdRps), 
that may lack proofreading functions (Agol, 2006; Castro et al., 2005; Holland et al., 1982, 
Steinhauer and Holland, 1986), is the underlying source for most variation. Indeed, the mutation 
rates of RNA viruses (i.e., the number of nucleotide misincorporations per site per round of 
replication) are 104 to 105 higher than those of their DNA hosts (Domingo and Holland, 1997; 
Drake and Holland, 1999).  
In addition to the error rate of viral RdRps, other factors play a major role in structuring 
genetic diversity, including selection and genetic bottlenecks as those that occur during both 
systemic infection (French and Stenger, 2003; Li and Roossinck, 2004; Sacristán et al., 2003) 
and horizontal transmission by vectors (Ali et al., 2006; Betancourt et al., 2008). These other 
factors may lead to a considerable genetic stability as it has been reported for many different 
plant RNA viruses that appear more genetically stable than their animal counterparts (García-
Arenal et al., 2001, 2003). This could be due to a combination of intrinsically lower rates of 
mutation (Malpica et al., 2002) and a reduced fixation rate of advantageous non-synonymous 
mutations because of weaker immune selection (García-Arenal et al., 2001). The identification 
and manipulation of factors that regulate the composition of the viral populations may offer a 
new set of tools to predict or control emerging diseases. 
Pelargonium line pattern virus (PLPV) is a major geranium (Pelargonium spp.) pathogen in 
Spain and probably wordwide (Alonso and Borja, 2005; Bouwen and Maat, 1992; Franck and 
Loebenstein, 1994; Stone, 1980). The frequent symptomless condition of PLPV infections 
(Alonso and Borja, 2005) compromise regulatory inspections and might have contributed to the 
spread of the virus. The factors that influence the appearance of symptoms, characterized by 
yellow-green spots and line patterns on the leaves, remain unclear but they are likely a 
combination of the viral isolate, the environmental conditions and the geranium cultivar. Though 
natural infections by PLPV seem to be restricted to Pelargonium spp., some experimental hosts 
as Chenopodium quinoa or distinct Nicotiana spp. become easily infected after mechanical 




PLPV virions are isometric in shape and hold a single stranded RNA molecule. Cloning and 
sequencing of genomic RNA (gRNA) together with reverse genetic experiments have recently 
allowed determination of the genome organization of PLPV (Castaño and Hernández, 2005, 
2007; Castaño et al., 2009). The gRNA comprises 3883 nt and contains five open reading 
frames (ORFs) flanked by an unusually short untranslated region (UTR) of 6 nt at the 5´ end 
and by a 246 nt long UTR at the 3´ end. The two 5´-proximal ORFs encode proteins essential 
for replication, p27 and its read-through product p87 (the viral RdRp). Two small overlapping 
ORFs, located at the middle of the genome, encode proteins involved in viral movement (p7 and 
p9.7), while the 3´-proximal ORF encodes the coat protein (p37 or CP). The two replication 
proteins are translated directly from the gRNA whereas the movement and encapsidation 
proteins are translated from the unique PLPV subgenomic RNA (sgRNA) of 1.6 kb detected in 
infected tissue (Castaño et al.,  2009).  
PLPV has not been formally classified into taxonomic scheme yet. It was formerly 
considered as a tentative member of the genus Carmovirus but recent results supported its 
inclusion into a prospective new genus (Pelarspovirus) in the family Tombusviridae (Castaño 
and Hernández, 2005; Castaño et al., 2009; Stuart et al., 2006). Other tentative species of the 
prospective genus would be Pelargonium ringspot virus (PelRSV), Pelargonium chlorotic ring 
pattern virus (PCRPV) and Elderberry latent virus (ELV), that, as PLPV, produce only one 
sgRNA (Kinard and Jordan, 2002) in contrast with typical carmoviruses that generate two 
(Lommel et al., 2005).  
The extent of PLPV variability is unknown as, so far, only the complete sequence of a 
German isolate, that from which the genomic organization of the virus was deduced (Castaño 
and Hernández, 2005, 2007; Castaño et al., 2009), and a partial sequence of an American 
isolate, corresponding to the CP gene (Accession No. AY038067), have been reported. 
Sequence information for other tentative members of the proposed genus Pelarspovirus is even 
scarcer. Indeed, only the primary structure of PCRPV genome has been fully determined while 
just the CP sequences of PelRSV and ELV are available. 
In this work, we have studied the genetic variability among 10 PLPV isolates recovered from 
naturally infected geranium plants which were collected in four countries at different times. We 
have obtained data that have allowed to infer selection constraints acting on PLPV genome and 
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that suggest geographical segregation of PLPV sequences. Additionally, covariation analysis 
has permitted to draw a putative network of specific protein interactions likely required to 
accomplish the different steps of the infection cycle. The combination of linked amino acid 
substitutions in p9.7 and CP in different isolates pointed to host-driven covariation of these 
proteins, a possibility that was supported by the evolutionary trajectory of a PLPV population 
funded with a single variant and subjected to serial transfer in Chenopodium quinoa. The results 
have additionally shown that PLPV evolves very rapidly in the experimental host, and that 
besides the correlated amino acid mutations in p9.7 and in CP, more than 100 nucleotide 
substitutions in the 1817 nt region might be the result of adaptation to C. quinoa. This elevated 
percentage of host-selected positions are fixed after only 14 days of viral multiplication, 
suggesting that the mutation rate of PLPV may be particularly high.  
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Viral isolates  
Field PLPV isolates were obtained from geranium plants collected at distinct geographical 
locations over four years (2000-2004). Sap from the original plants was used to pass the virus 
into the experimental host C. quinoa by mechanical inoculation and the viral population was 
recovered from this infected material. The isolates were designed with the first letters of the 
country of origin followed by a number to distinguish isolates from the same country (Table 1). 
PLPV isolate PV-0193, obtained from the German Collection of Microorganisms and Cell 
Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany) and characterized previously (Castaño and 
Hernández, 2005, 2007), was included in the sequence analyses for comparison purposes.  
 
Reverse transcription, PCR amplification, cloning and sequencing 
 Total RNA preparations were obtained from infected C. quinoa leaves by phenol extraction 
and lithium precipitation (Verwoerd et al., 1989) and used as templates for reverse transcription 
(RT) reactions with Superscript II-RT (Invitrogen) and primer CH60 (5´-
CCGGATCCCGGGCAGATCAGGGGGGTGGGTTAC-3´), complementary to the 3´ terminus of 




the 5´ terminus. RT products were PCR amplified with the Expand High Fidelity PCR System 
(Roche) and primers CH60 and CH17 (5´-GAAAATGGCCTTCTACGGGGAC-3´), homologous 
to nt 2067-2088 of the PLPV genome. After an initial denaturation step at 94 ºC for 2 min, PCR 
was performed for 35 cycles each of 30 sec at 95ºC, 30 sec at 60ºC and 3 min at 68ºC, followed 
by an extension step of 10 min at 68 ºC. The resulting RT-PCR products were separated by 
electrophoresis in 1% agarose gels, eluted and cloned into the pGEM-T easy vector (Promega) 
or the plasmid pTZ19R (Fermentas). Two clones for each DNA fragment were selected for 
sequencing. 
For construction of a full-length infectious cDNA clone derived from isolate SPA4 (Table 1), 
total RNA from C. quinoa leaves infected with such isolate was used as template for RT-PCR 
reactions employing primers CH241 (5´- TGAATATCCATTCTATAGCGCCAACTTC-3´), 
complementary to nt 2256-2283 of PLPV gRNA, and CH61 (5´-
GCAAGCTTGTAATACGACTCACTATAGGGAACAAAATGGCACACTATTTTGG-3´), which 
contains a HindIII site (underlined) fused to a T7 RNA polymerase promoter sequence (in bold) 
followed by 23 nt of the 5´ end of the virus sequence. The resulting cDNA, representing a 5´-
terminal portion of the PLPV gRNA, was gel-purified and cloned into the plasmid pTZ19R. One 
clone was randomly selected and the insert was excised out by digestion with HindIII and AgeI 
and fused to an individual DNA fragment obtained with primers CH60 and CH17 (see above), 
which was recovered from the corresponding recombinant plasmid by digestion with AgeI and 
BamHI. Ligation of the 5´- and 3´- regions through the AgeI site (present in the PLPV sequence 
at nt 2130-2135) yielded a full-length viral cDNA which was subsequently cloned into HindIII 
and BamHI sites of pUC18. The resulting construct was named pPLSPA4 and the infectivity of 
the cloned sequence was corroborated as previously described (Castaño and Hernández, 
2007). The nucleotide sequence of all viral cDNAs was determined with an ABI PRISM DNA 
sequencer 377 (Perkin-Elmer). 
 
Serial virus transfer 
Construct pPLSPA4 was digested with SmaI and transcribed using T7 RNA polymerase 
(Fermentas) without including cap analog in the transcription reactions. The in vitro transcripts 
were used to mechanically inoculate C. quinoa plants as previously reported (Castaño and 
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Hernández, 2007). The leaves infected by transcript inoculation constituted the starting material 
(passage zero) for serial transfer of PLPV. Subsequent passages (1 through 4) were done at 7-
day interval using total RNA preparations from the infected plant material as inocula. Plants 
were maintained under greenhouse conditions (16 h days at 24 ºC, 8 h nights at 20 ºC) after 
inoculation. Total RNA preparations from infected leaves of passages 1, 2 and 4 were used as 
templates for RT-PCR amplification with primers CH60 and CH17. The resulting cDNAs were 
cloned and sequenced as indicated above. 
 
Sequence analysis  
Multiple sequence alignments were constructed using MUSCLE (Edgar, 2004). For coding 
regions, translated amino acid sequences were first aligned and used as guide to built protein-
coding nucleotide sequence alignments by concatenating codons using PAL2NAL (Suyama et 
al., 2006). The best-fitting model of nucleotide substitution was identified by MODELTEST 
(Posada and Crandall, 1998) as the general reversible GTR + Γ4 model, with the frequency of 
each substitution type and the gamma distribution of among-site rate variation with four rate 
categories estimated from the empirical data. Recombination was ruled out as a potential 
confounding factor by using GARD (Kosakovsky et al., 2006) and RDP (Martin et al., 2005) 
methods. A minimum evolution tree was constructed using the above model of nucleotide 
substitution and its statistical significance was evaluated by bootstrap (upon 10000 
pseudoreplicates) using MEGA4 (Tamura et al., 2007). MEGA4 was also used for computing 
within- and among-population nucleotide diversities (standard errors were computed by the 
bootstrap method based on 1000 pseudoreplicates) as well as for performing Tajima’s relative 
rates test (Tajima F, 1993). RNA secondary structures of the 3’ UTR and of the putative 
subgenomic promoter of PLPV were predicted using MFOLD version 3.1 (Mathews et al., 1999; 
Zuker, 2003). 
Identification of adaptive evolution in PLPV genomes. It is generally assumed that 
synonymous substitutions accumulate neutrally, at rate dS per synonymous site, because they 
have no effect on the amino acid composition of proteins and, henceforth, may not affect 
proteins folding and functioning.  In contrast, nonsynonymous substitutions, occurring at rate dN 




or for good, the folding and function of proteins. The intensity of selection, ω, can thus be 
evaluated as the ratio dN/dS. Values ω < 1, = 1 or > 1 indicate, respectively, purifying selection, 
neutral evolution, and directional selection, respectively (Sharp, 1997).  Here, we have used the 
several maximum likelihood Bayesian methods available in the HYPHY packaged (Kosakovsky 
and Frost, 2005) as implemented in the www.datamonkey.org server. Each ORF was separately 
analyzed. Only sites identified by at least half of the six methods available will be reported. 
Molecular covariation within and among proteins. Selection not necessarily acts on single 
amino acids but it may operate on groups of amino acids in a concerted manner. This being the 
case, changes in one amino acid should appear associated to changes in the other members of 
the interaction group. Two different methods were used to evaluate the presence of coevolving 
amino acids within any given protein. First the Bayesian graphical model implemented in 
SPIDERMONKEY (Poon et al., 2007) and available online in the datamonkey server. Second, 
the mutual information content (MIC) approach described in Codoñer et al. (2006). Significance 
P-values were computed, based on a million permutations, as the fraction of shuffles with a MIC 
value greater than or equal to the observed value. To minimize the number of false positives, 
the FDR method was applied (Benjamini and Hochberg, 1995). Only sites predicted to covary 





Genetic diversity in coding and non-coding regions of PLPV genome 
The primary structure of a total of 18 PLPV cDNAs, 1817 nt in length and derived from nine 
isolates (Table 1), was determined, and the resulting sequences were combined with the two 
additional ones previously characterized from a German isolate (Castaño and Hernández, 2005, 
2007), producing a total dataset of 20 sequences which encompassed part of the RdRp gene, 
the complete p7, p9.7 and CP genes as well as the 3´ UTR. 
Genetic distances between each pair of sequences ranged from 0.001 to 0.081. The 
maximum values were found between pairs of sequences from isolates sampled during different 
years at different countries (e.g.: pair SPA3-USA1 or SPA3-ITA4), and the minimal values were 
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detected for pairs of sequences of a given isolate, as they could differ by just 1 nt (e.g., 












The nucleotide diversity for the whole population was 0.055±0.007 (Table 2), which was 
similar to nucleotide diversity estimates of populations of other plant viruses (García-Arenal et 
al., 2001). Nucleotide diversity calculated independently for each of the coding and non-coding 
regions included in the analysis ranged from 0.035±0.008 to 0.062±0.009, with the highest 











Remarkably, the sequence of two genomic segments were strictly conserved in all isolates, 




comprising nt 2240-2279 and matching the leader sequence of the PLPV sgRNA plus short 
flanking stretches (Castaño and Hernández, 2005).  As observed in other viral systems (Liang 
et al., 2002; Mansky and Temin, 1995; Rico et al., 2006; Schneider and Roossinck, 2001; 
Vartanian et al., 1997), transition mutations (77.35%) were much more frequent than 
transversions (22.65%). 
Nucleotide diversity was also estimated between and within PLPV subpopulations, 
considering a subpopulation as the group of isolates that were originally collected from a given 
country (Germany, Spain, USA and Italy). Between subpopulation diversity values considering 
either the complete 1817 nt region, individual ORFs or the 3´ UTR were greater than within 
subpopulation diversity values (Table 2), suggesting that there is differentiation of population 
according to the country from which the isolates were taken. 
To gain a better insight into the relationships between all PLPV isolates, a minimum 
evolution phylogenetic tree with the nucleotide sequences included in the study was 















Fig. 1. Minimum evolution unrooted phylogenetic tree inferred from nucleotide sequences derived from 10 isolates of 
PLPV (see Table 1). Phylogenetic analysis was conducted with programs included in the MEGA4 package. The 
numbers at the nodes are bootstrap support values based on 10,000 pseudoreplicates; only values >50% are shown. 
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Spanish sequences and group II embraced sequences from Italy, Germany and USA which 
were divided into three clusters according with their differing geographical distributions (Fig. 1).  
When the analysis was performed with amino acid sequences deduced from any of the 
individual genes, the same phylogenetic groups were defined though the statistical significance 
of the internal nodes was, in general, lower than that obtained using the complete nucleotide 
sequences (data not shown). 
 
Selective constraints on coding regions 
The direction and degree of the selective constraints operating in each coding region was 
evaluated using the ω  rates ratio statistic. The estimated average ω values were 0.109 (95% 
IC: 0.057-0.187) for the partial RdRp gene, 0.188 (95% IC: 0.112-0.292) for the p7 gene, 0.201 
(95% IC: 0.131-0.293) for the p9.7 gene and 0.096 (95% IC:0.073-0.123) for the CP gene. Thus 
the ω ratio was below unity for the PLPV ORFs included in the analysis, indicating that all of 
them are under purifying selection.  
We tried next to identify which particular amino acid sites were under purifying or directional 
selective  constraints. To do so, the  ω was estimated  for each position in  the alignments.  For  
 
                       10         20         30         40         50         60         70     
                           
PV-0193(1)   VEYPRVHLAILSVLISSQLLIKWNLWSISISDFLPQPHSLHPNLLVCIVLCIFFSSVLSQGQSYSYSYFS----  
PV-0193(2)   ······································································  
SPA0(1)      ···············L···············SC·····L·······························  
SPA0(2)      ···············L···············SC·····L·······························  
SPA1(1)      ···············L··········Y····S······L·····························I·  
SPA1(2)      ·G·············L··········Y····N······L·····························I·  
SPA3(1)      ········V······L···············SY·····L········V······················  
SPA3(2)      ········V······L···············SY·····L········V······················  
SPA4(1)      ···············L···············SC·····L···············C···············  
SPA4(2)      ···············L···············SC·····L···············C···············  
SPA7(1)      ···············L··············FSC·····L·······························  
SPA7(2)      ···············L··············FSC·····L·······························  
SPA8(1)      ···············L··········Y····S······L·····························I·  
SPA8(2)      ···············L··········Y····S······L·····························I·  
USA1(1)      ··C··A·········L·······S··············L·····························I·  
USA1(2)      ··C··A·········L·······S··············L·····························I·  
ITA2(1)      ········VT·····L·······S··············L·······························  
ITA2(2)      ········VT·····L·······S··············L·······························  
ITA4(1)      ········VT·····L·······S··············L·······························  
ITA4(2)      ········VT·····L·······S··············L······························· 
 
 
                                            
 
 Fig. 2. Alignment of partial amino acid sequences of p9.7 from different isolates of PLPV. The reference sequence 
derived from isolate PV-0193 (Castaño and Hernández, 2007) is shown at the top of the figure. Those residues 
conserved in all isolates are indicated by dots. The two amino acid sequences inferred from two cDNA clones selected 
from each isolate are shown. Underlined residues are under negative selection. The arrow demarcates the residues 
whose coding sequence overlaps with that of p7 gene. The two predicted hydrophobic regions of the protein are 




the partial RdRp, four sites were detected under negative selection (T711, L732, N760, I763). In  
the case of p7, one site was detected to be under negative selection (S23) and another one 
under positive selection (S5). Curiously, the latter site overlapped with one of those found under 
negative selection in the RdRp (N760).  
Concerning p9.7, 10 amino acid sites were found to be under negative selection and 27 sites 
were found in the case of CP. Such sites were mainly concentrated in the central and N-
terminal region of p9.7 and CP, respectively (Fig. 2 and 3 and data not shown). 
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PV-0193(1) MAAKDNPAVIAAVARREQWAIKLQSKGWGSLSKAQKATARSYGIGNPPTVVVPRTTRLVAGNPTNARRAR---DGSHEGRLGELFFELTIVFSEPTFCTHHSQ---  
PV-0193(2) ······································································   ··························  
SPA0(1)    ·········L······································A··············M·V····   ··N·······P··············N···· 
SPA0(2)    ·········L······································A··············M·V····   ··N······················N···· 
SPA1(1)    ·········L··A··················································M······   ··N······················N···· 
SPA1(2)    ·········L·····················································M······   ··N······················N···· 
SPA3(1)    ·········L·····················································M······   ··N···············L······N···· 
SPA3(2)    ·········L·····················································M······   ··N···············L······N···· 
SPA4(1)    ·········L·····················································M······   ··N······················N···· 
SPA4(2)    ·········L·····················································M······   ··N······················N···· 
SPA7(1)    ·········L·····················································M······   ··N······················N···· 
SPA7(2)    ·········L·····················································M······   ··N······················N···· 
SPA8(1)    ·········L·····················································M······   ··N······················N···· 
SPA8(2)    ·········L·····················································M······   ··N······················N····  
USA1(1)    ··············································L··A·················S··   ··N······················N···· 
USA1(2)    ··············································L··A····················   ··N······················N···· 
ITA2(1)    ······································································   ··K····I·················N···· 
ITA2(2)    ······································································   ··K····I·················N···· 
ITA4(1)    ······································································   ··K····I·················N···· 
ITA4(1)    ······································································   ··K····I·················N···· 
       
 
Fig. 3. Alignment of partial amino acid sequences of CP from different isolates of PLPV. The reference sequence 
derived from isolate PV-0193 (Castaño and Hernández, 2007) is shown at the top of the figure. The domains of the 
protein at which the depicted residues belong are indicated at the top. Other details as in Fig. 2. 
 
Folding conservation of potential RNA regulatory regions 
The PLPV genomic region under study (nt 2067-3883) contains at least two segments that 
are presumed to play a key role in regulation of viral replication/transcription: the 3´ UTR and 
the promoter for synthesis of the PLPV sgRNA (in the minus strand). Though the latter one has 
not been experimentally defined, it is expected to embrace an stretch of about 100 nt preceding 
the initiation site of PLPV sgRNA (nt 2251; Castaño and Hernández, 2005), in line with that 
reported for subgenomic promoters of related viruses (Li and Wong, 2006; Wang and Simon, 
1997; Wang et al., 1999). Such promoters may fold into hairpin-like structure and this type of 
conformation seems to be critical for the mechanism of transcription of sgRNAs (Li and Wong, 
2006; Wang et al., 1999). Secondary structure predictions showed that the putative PLPV 
subgenomic promoter might also adopt a hairpin-like conformation with a small lateral branch 
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(Fig. 4A). Interestingly, the sequence variation detected in this segment when comparing 
isolates, essentially maintained the predicted folding since most mutations were located in 
single stranded regions or, when affecting double stranded regions, they were compensatory or 
located at the base of loops or stems (Fig. 4A). 
Concerning the 3´ UTR, it is expected to contain structural elements critical for viral 
replication and, most probably, also for translation on the basis of that found in other 
Tombusviridae (Batten et al., 2006; Bringloe et al., 1999; Carpenter and Simon, 1998; Fabian 
and White, 2006; Fabian et al., 2003; Pogany et al., 2003; Qu and Morris, 2000; Turner and 
Buck, 1999;  Wang and Wong, 2004).  The key role of the 3´ UTR  during  the  infectious  cycle  
 
 
Fig. 4. MFOLD-predicted RNA secondary structures of the putative subgenomic promoter (A) and the 3´ UTR (B) of 
PLPV. The distribution of polymorphic positions is indicated on most stable folding of the reference sequence 
corresponding to isolate PV-0193 (Castaño and Hernández, 2007). Numbers denote positions in the PLPV gRNA. The 





implies that strong constraints may operate on the region to preserve its functionality that will 
likely depend on certain primary, secondary and/or tertiary RNA structures. In line with this view, 
the 3´ UTR showed a value of genetic diversity that, remarkably, was lower than those 
calculated for ORFs and, moreover, the nucleotide sequence of a 5´-proximal segment of this 
region was strictly conserved in all isolates as indicated above. In silico analysis showed that 
the 3´ UTR may fold into a series of stem-loops that was essentially maintained in the different 
variants (Fig. 4B). Remarkably, a 5´-proximal stem-loop (Fig. 4B) was formed by the conserved 
segment whereas the 3´-adjacent stem-loop concentrated most of the heterogeneity found in 
the non-coding region (Fig. 4B). Collectively, the results suggested that conservation of specific 
conformations in regulatory regions confer selective advantages to the viral RNA. 
 
Variability in PLPV proteins 
The heterogeneity was unevenly distributed in the PLPV proteins. The C-terminal portion of 
the RdRp inferred from the amplified genomic region was not taken in consideration to analyze 
variability distribution as it represented only ~1/6 of the complete replication molecule. In the 
case of p7, 6 out of the 10 polymorphic positions detected were located in the first third of the 
protein (N-terminal 20 amino acids) despite the corresponding coding sequence overlapped in 
part with that of RdRp gene. An amino acid replacement mapped at the putative RNA binding 
domain of p7 (V30I) but they did not affect basic residues which have been found essential for 
RNA binding in other carmoviruses (Marcos et al., 1999; Navarro et al., 2006). The variability of 
p9.7 also concentrated at the N-proximal half of the molecule as 12 out of the 17 polymorphic 
positions were detected within the N-terminal 40 amino acid residues of the protein (Fig. 2), 
although most of the corresponding coding sequence overlaps with p7 gene. Concerning the 
CP, the percentage of polymorphic positions was considerable higher in the P domain (18.09%) 
than in R (10.95%) or S (13.12 %) domains. A stretch within the R domain was absolutely 
conserved in all isolates (from A14 to N46) probably because structural and/or functional 
constraints. Supporting the existence of such constraints, a high proportion of the sites detected 
under negative selection were located in this stretch (Fig. 3). 
Next, as an additional test for the effect of selection, we analyzed the possible existence of 
covariation groups within and between proteins (Fig. 5). Firstly, we focused on covariations 
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within-proteins. Regarding the partial RdRp, three amino acid residues showed significant 
covariation, S704N-E713A-S745A. In the case of p7, two covariation groups were detected 
S8T-V30I and S11I-L43I, whereas for p9.7 three covariation groups were observed, Y3C-V6A, 
S16L-S39L and N24S-G88R (Fig. 5). Interestingly, the covariation that affected amino acids at 
positions 16 and 39 distinguished sequences from isolate PV-0193, which showed the 
combination S16, S39, from those of the remaining isolates, that exhibited L residues at both 
positions. Up to eight covariation groups were detected for the CP, prominent among which was 
I10L-T64M, that differentiated the Spanish sequences (bearing the combination L10, M64) from 
those with other geographical origins (combination I10, T64). The analysis was extended to 
detect covarying positions between proteins. Remarkably, amino acid residues of p7 covaried 
with amino acid residues of the other three proteins included in the study. Thus, the p7 
covariation S11I-L43I was significantly linked to RdRp substitution N760S and this linkage 















Fig. 5. Covariations within and between p7, p9.7, CP and the partial RdRp. The residues covarying within a given 






ones (with the combination RdRp N760, p7 S11, L43). In addition, the aminoacid replacement 
V30I in p7 was linked to the amino acid replacement D32S in p9.7 and to the covarying group 
I10L-T64M in CP, and the corresponding combinations (p7 I30, p9.7 S32, CP L10, M64 versus 
p7 V30, p9.7 D32, CP I10, T64) segregated the Spanish isolate from the rest, further 
highlighting geographical distinctions between isolates. Finally, the covarying group S16L-S39L 
of p9.7 was linked to the amino acid substitution T236N of CP according to the programs 
employed, though visual inspection of alignments allowed to detect a strict association also with 
S213N/K (Fig. 3). Indeed, the combination of S16, S39 in p9.7 and S213, T236 in CP was 
specific for the PV-0193 sequences whereas the remaining isolates showed the combination 
L16, L39 in p9.7 and N/K213, N236 in CP (Fig. 2 and 3). 
 
Rapid evolution of PLPV in the C. quinoa: identification of covarying amino acids in 
movement and coat proteins consistently selected in the experimental host 
The above analyses of intra- and inter-population diversity, phylogenetic relationships and 
covariation groups supported clustering of isolates by geographical origin rather than by host 
species or collection times. Grouping by symptomatology was also discarded as, according to 
our observations, some of the Spanish isolates included in the study induced symptoms but not 
others. Though according to this initial study on PLPV variability, host species did not seem to 
define viral populations, the host origin of isolate PV-0193 should be taken with caution. It was 
recovered at the nineties from a P. peltatum plant but it has been maintained by serial transfer 
in C. quinoa, and the segregation of the PV-0193 into a subgroup could be the result of host 
adaptation, a factor that may result in a decrease or a bias in diversity within a viral population 
(García-Arenal et al., 1999; Gibbs et al., 1999). 
To explore the possible effect of the host on the genetic composition of isolate PV-0193, an 
infectious full-length cDNA clone derived from the Spanish isolate SPA4 (Table 1), was 
generated by fusing a T7 RNA polymerase promoter at the 5´ end of the viral cDNA. The viral 
transcripts synthesized in vitro from this construct, named pPLSPA4, were used to inoculate C. 
quinoa plants and the resulting viral population was serially passaged in the same host. The 
PLPV genomic region under study (nucleotides 2067-3883) was RT-PCR amplified from viral 
progenies of passages 1, 2 and 4, and the resulting DNAs were subsequently cloned and 
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sequenced. It should be noted that the nucleotide sequence identity among SPA4 and PV-0193 
variants in the analyzed region was ~93-94% (i.e., they differ at more than 100 nucleotide sites 
in the 1817 nt segment). Ten clones of each passage were randomly selected and subjected to 
digestion with the restriction enzymes HindIII and ScaI. The recognition sites of these enzymes 
were used as probable markers for SPA4-like and PV0193-like sequences as SPA4 isolate 
bears a HindIII site at nt 2684-2689 and lacks a ScaI site while PV0193 isolate lacks a HindIII 
site and contains a ScaI site at nt 2518-2523. The results of the restriction analysis revealed 
that, whereas the 10 clones from passage 0 had the same restriction pattern as the funding 
SPA4 sequence, 8 out of the 10 clones of passage 1 had lost the HindIII site of the parental 
sequence and had acquired the ScaI site characteristic of PV-0193 sequences. Moreover, all 
clones selected from passages 2 and 4 displayed the latter restriction pattern (Table 3). The two 
remaining clones of passage 1 yielded different restriction profiles: both clones retained the 
HindIII site of the parental sequence but only one lacked the ScaI site. The results strongly 
suggested that after two passages the viral population founded with an SPA4 variant was 
genetically indistinguishable from that composing isolate PV-0193, and remained stable in 
further passages. Remarkably, the results also suggested that one passage was sufficient for 
almost complete displacement of the parental sequence by variants generated de novo and 
selected in C. quinoa, as about 80 % of the progeny clones of the first passage seemed to 
correspond to PV0193-like sequences. Sequencing of two or three different clones from each 
passage confirmed that advanced by the restriction analysis: clones lacking a HindIII site and 
containing a ScaI site were almost identical to those characterized previously from isolate PV-
0193 (99.0-99.99 % nucleotide sequence identity which was equivalent to PV-0193 
intrapopulation diversity), whereas the nucleotide sequence of the clone of passage 1 harboring 
a HindIII site and lacking a ScaI site was 99.78 % identical to the SPA4 parental variant (Table 
3). Determination of the nucleotide sequence of the clone of passage 1 bearing both a HindIII 
site and a ScaI site corroborated the apparent chimeric nature of the molecule: the region 
encompassing positions 2067 to 2770 shared 99.71 and 94.33 % sequence identity with SPA4 
and PV-0193 variants, respectively, whereas the region comprising positions 2771 to 3883 was 
93.17 % and 99.73 % identical to SPA4 and PV-0193 sequences, respectively. Remarkably, the 




most from passage 1) presented the combination of covarying residues that, as indicated 
above, is specific of the PV-0193 isolate: S16, S39 in p9.7 and S213, T236 in CP (Tabla 3). 
Collectively, analysis of the heterogeneity of PLPV isolates together with monitorization of the 
molecular evolution of a population initiated with a single viral variant strongly supports that: (i) 
PLPV is able to evolve very rapidly and reproducibly under new selective pressures as those 
imposed by the experimental host C. quinoa and, (ii) an observed covariation among the 






In this work, the extent and structure of genetic diversity in PLPV have been explored by 
sequence analysis of a 1817 nt fragment (representing about 50% of the complete viral 
genome) of 10 viral isolates sampled from four distinct geographical areas. The results have 
shown that the populations of PLPV are genetically heterogeneous matching the quasispecies 
concept that suggests that the population of a virus, even in a single replicating population, is 
essentially a collection of variants varying around a consensus sequence (Domingo and 
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Holland, 1997; Eigen, 1993). Despite the sample size is small, our phylogenetic analysis has 
revealed significant clustering of isolates by country of origin, suggesting that although 
importation of new material may allow PLPV to cross geographical boundaries, such gene flow 
is not sufficient to eradicate geographical structure. 
The predominant evolutionary pressure on coding regions was that of purifying (negative) 
selection with a mean ω of 0.148, suggesting that conservation of the amino acid sequence 
encoded by the corresponding ORFs constitutes an impediment to variation. The portion of the 
RdRp included in the analysis did not comprise any of the eight motifs conserved in the RdRps 
(Koonin and Dolja, 1991; Koonin and Dolja, 1993) but, nevertheless, only sites under negative 
selection were detected. Regarding p7, the unique negatively selected site was located in the 
putative RNA-binding motif of the protein (Marcos et al., 1999; Navarro et al., 2006), but it did 
not correspond to any of the basic residues that are presumably critical for RNA-binding 
capability, suggesting that selection is probably acting on the maintenance of the right 
secondary/tertiary conformation of the RNA-binding motif. In the case of p9.7, 9 out of the 10 
negatively selected sites concentrated in the central part of the molecule (codons 29 to 54) 
which essentially matched the region that connects the two hydrophobic domains that, 
according to that reported for related proteins (Vilar et al., 2002; Saurí et al., 2005; Navarro et 
al., 2006), must be involved in membrane association. Concerning the CP, almost 2/3 of the 
negatively selected sites (17/27) were located within the N-terminal 66 residues which constitute 
the R domain, though only two of them corresponded to basic residues that are likely critical for 
RNA-binding capability suggesting that, as in the case of p7, selection is probably acting on the 
preservation of the proper conformation of the RNA-binding motif. Moreover, the S and P 
domains showed identical number of negatively selected sites (5 each) despite the general 
trend to conservation of the former one in Tombusviridae (Lommel et al., 2005). 
On the other hand, the variability patterns found in regulatory regions of the viral RNA, such 
as the putative subgenomic promoter or the 3´ UTR, support the existence of structural 
constraints that prevent the loss of their functionality. In the case of the subgenomic promoter, 
besides its predicted role in transcriptional regulation, it completely overlaps the 3´-portion of the 
RdRp gene (in the minus strand) and thus the same stretch is expected to have a dual function 




Accordingly, the mean of nucleotide diversity in this region was lower than in other coding 
regions (Table 1) and, moreover, the nucleotide substitutions did not disrupt the predicted 
hairpin-like structure that is presumably required for the promoter function, suggesting that 
conservation of this conformation significantly influences the profile of naturally occurring 
mutations. Regarding the 3´ UTR, the variability data support that maintenance of a specific 
folding composed by a series of stem-loops might limit its sequence heterogeneity. Different 
Tombusviridae have been reported to contain in this region cis elements critical for viral 
replication, such as promoters and repressors for minus strand synthesis (Carpenter and 
Simon, 1998; Na and White, 2006; Pogany et al., 2003; Stupina and Simon, 1997; Zhang et al., 
2004a, 2004b), and others relevant for gene expression, such as translational enhancers that 
promote cap independent translation since the viruses of this family are characterized by non-
blocked 5´-termini (reviewed by Kneller et al., 2006). An element of this type has been proposed 
to be present in the 3´ UTR of PLPV RNAs (Fabian and White, 2006) which, remarkably, would 
be embedded in the 5´-proximal stem-loop that is strictly conserved in all isolates (Fig. 4A) 
providing indirect evidence for its functional significance. 
Correlated amino acid mutation analysis has been widely used to infer functional interactions 
between different sites in a protein or between distinct proteins (e.g.: Altschuh et al., 1987; 
Codoñer et al., 2006; Hoffman et al., 2003; Larson et al., 2000; Thomas et al., 1996). The study 
of PLPV genetic variability have allowed identification of groups of amino acids that covary both 
within and between PLPV proteins, revealing a putative network of interactions that is likely 
needed for maintenance of proper protein foldings and for driving the viral RNA from replication 
to cell-to-cell/systemic translocation. We found especially remarkable a covariation between 
proteins p9.7 and CP that distinguished PV-0193 isolate, largely propagated in C. quinoa, from 
the remaining ones. Analysis of the molecular evolution of a unique PLPV variant subjected to 
serial passages in the experimental host has provided solid evidence that the observed p9.7/CP 
covariation is determined by the host. Both p9.7 and CP are indispensable for virus cell-to-cell 
movement (Castaño et al., 2009) and, though the exact mechanism that account for inter-
cellular transport of carmo-like viruses is not yet known, it is not unlikely to require a physical 
interaction among CP and movement proteins as reported for other plant viruses (Akamatsu et 
al., 2007; Kim et al., 2004; Liu et al., 2001; Sánchez-Navarro and Bol, 2001; Sánchez-Navarro 
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et al., 2006; Takeda et al., 2004). Serial transfer experiments have also revealed that PLPV 
evolves very rapidly in the new host. Moreover, the evolutionary trajectory of PLPV in C. quinoa 
was extremely reproducible as the population evolved from a Spanish variant collected in 2000 
from P. zonale was essentially identical to that evolved from a (uncharacterized) German isolate 
collected in the nineties from P. peltatum, indicating that the constraints imposed by the host 
creates strong bias for “convergent evolution” (Doolittle, 1994). The course of the fixation of 
mutations in the PLPV molecule was puzzling since the chimeric SPA4/PV-0193 molecule 
recovered from passage 1 suggested that the 3´-region adapted first to C. quinoa and that the 
nucleotide/amino acid sequences initially selected likely conditioned rapid fixation of changes in 
the rest of the viral molecule(s) presumably to optimize fitness. Whether selection operates on 
nucleotides rather than on amino acids remains to be ascertained. 
The evolutionary dynamics of plant viruses may have major implications on their ability to 
emerge in new host species. The extraordinarily rapid accumulation of mutations  of PLPV 
observed in this work parallels our previous results with a related pathogen, Pelargonium flower 
break virus (PFBV) (Rico et al., 2006), and differs from that reported for distinct unrelated 
viruses (Hébrard et al., 2006; Rebenstorf et al., 2006; Schneider and Roossinck, 2000, 2001). 
We suggested that viruses with RdRps of supergroup II, as PFBV and PLPV, could show 
mutation rates higher than those of viruses with RdRps belonging to supergroups I and III 
(Koonin and Dolja, 1993), which would facilitate their quicker adaptation to changing 
environments (Rico et al., 2006). Though little is known about the generation time for plant 
viruses, a medium generation time of one hour can be considered (Schneider and Roossinck, 
2001; Wu et al., 1994). After one passage in C. quinoa (i.e., 14 days of viral multiplication), 
there should be about 336 generations, and a theoretical mutation frequence of 3.4 x 10-2 
considering an error rate of 10-4, which is the mean estimation previously reported for 
riboviruses (reviewed by Duffy et al., 2008). The ratio of total mutations/bases sequenced after 
the first passage would be approximately 1,025/36,340, considering the 20 clones checked in 
passages 0 and 1, which allows calculating a mutation frequency of about 2.8 x 10-2. This value 
is clearly higher than the mutation frequencies estimated for other (plant) RNA viruses not 
belonging to supergroup II (Fargette et al., 2008; García-Arenal et al., 2001, Schneider and 




(3.4 x 10-2) considering a mutation rate of 10-4 per round of replication. As the mutation 
frequency will be a sum of mutation rate, natural selection and genetic drift, it can be anticipated 
that the mutation rate of PLPV is extraordinarily high, further supporting the possibility of RdRps 
of supergroup II being endowed with unusual low level of fidelity. Interestingly, the mutation rate 
can depend on the plant species in which the virus multiplies as has been recently shown for 
Cucumber mosaic virus (Pita et al., 2007), an observation that may have major implications in 
viral disease progression. In this scenario, it will be interesting to study the evolutionary 
trajectory of PLPV in other plant species in order to assess if the phenomenon of quick genetic 




We are grateful to Dr. J. van der Meij (Ball Flora Plant, Chicago) for providing PLPV isolate 
from USA, and to Dr. M. Borja (Fundación Promiva, Madrid) for the Spanish isolates and for 
valuable comments in the course of this work. We thank to Dolores Arocas and Isabella 
Avellaneda for excellent technical assistance. This research was supported by grants AGL2003-
04249 (MCyT), BFU2006-11230 (MEC) and ACOM06/210 (Generalitat Valenciana) to C.H and 
by grant BFU2006-14819-C02-01/BMC to SFE. A.C. was the recipient of predoctoral 
fellowships from the Generalitat Valenciana and from CSIC-Fundación Bancaja and L.R. 













124 Capítulo IV 
REFERENCES 
 
Agol VI. 2006. Molecular mechanisms of poliovirus variation and evolution, pp. 211–259. In E. Domingo 
(ed.), Quasispecies: concepts and implications for virology. Current topics in microbiology and 
immunology, vol. 299.. Springer, Heidelberg, Germany. 
 
Akamatsu N, Takeda A, Kishimoto M, Kaido M, Okuno T, Mise K. 2007. Phosphorylation and 
interaction of the movement and coat proteins of Brome mosaic virus in infected barley protoplasts. Arch. 
Virol. 152: 2087-2093.  
 
Ali A, Li H, Schneider ML, Sherman DJ, Grey S, Smith D, Roossinck MJ. 2006. Analysis of genetic 
bottlenecks during horizontal transmission of Cucumber mosaic virus. J. Virol. 80: 8345-8350. 
 
Altschuh D, Lesk AM, Bloomer AC, Klug A. 1987. Correlation of co-ordinated amino acid substitutions 
with function in viruses related to Tobacco mosaic virus. J. Mol. Biol. 193: 693–707. 
 
Alonso M, Borja M. 2005. High incidence of Pelargonium line pattern virus infecting asymptomatic 
Pelargonium spp. in Spain. Eur. J. Plant Pathol. 112: 95-100. 
 
Batten JS, Desvoyes B, Yamamura Y, Scholthof KB. 2006. A translational enhancer element on the 3'-
proximal end of the Panicum mosaic virus genome. FEBS Lett. 580: 2591-2597. 
 
Benjamini Y, Hochberg Y. 1995. Controlling the false discovery rate: a practical and powerful approach 
to multiple testing. J. R. Statist. Soc. B 57: 289-300 
 
Betancourt M, Fereres A, Fraile A, García-Arenal F. 2008. Estimation of the effective number of 
founders that initiate an infection after aphid transmission of a multipartite plant virus. J. Virol. 82: 12416-
12421.  
 
Bouwen I, Maat DZ. 1992. Pelargonium flower-break and Pelargonium line pattern viruses in the 
Netherlands; purification, antiserum preparation, serological identification, and detection in Pelargonium by 
ELISA. Neth. Plant Pathol. 98: 141-156. 
 
Bringloe DH, Pleij CW, Coutts RH. 1999. Mutation analysis of cis-elements in the 3’- and 5’-untranslated 
regions of satellite Tobacco necrosis virus strain C RNA. Virology 264: 76-84. 
 
Carpenter CD, Simon AE. 1998. Analysis of sequences and predicted structures required for viral satellite 
RNA accumulation by in vivo genetic selection. Nucleic Acids Res. 26: 2426-2432 
 
Castaño A, Hernández C. 2005. Complete nucleotide sequence and genome organization of 
Pelargonium line pattern virus and its relationship with the family Tombusviridae. Arch. Virol. 150: 949-965. 
 
Castaño A, Hernández C. 2007. Biological activity of transcripts from cDNA of Pelargonium line pattern 




Castaño A, Ruiz L, Hernández C. 2009. Insights into the translational regulation of biologically active 
open reading frames of Pelargonium line pattern virus. Virology (in press). 
 
Castro C, Arnold JJ, Cameron CE. 2005. Incorporation fidelity of the viral RNA-dependent RNA 
polymerase: a kinetic, thermodynamic and structural perspective. Virus Res. 107: 141–149. 
 
Codoñer FM, Fares MA, Elena SF. 2006. Adaptative covariation between the coat and the movement 
proteins of Prunus necrotic ringspot virus. J. Virol. 80: 5833-5840. 
 
Domingo E, Holland JJ. 1997. RNA virus mutations and fitness for survival. Ann. Rev. Microbiol. 51: 151-
178. 
 
Doolittle RF. 1994. Convergent evolution: the need to be explicit. Trends Biochem. Sci. 19: 15-18. 
 
Drake JW, Holland JJ. 1999. Mutation rates among lytic RNA viruses. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 
13910-13913.  
 
Duffy S, Shackelton LA, Holmes EC. 2008. Rates of evolutionary change in viruses: patterns and 
determinants. Nat. Rev. Genet. 9: 267-276. 
 
Edgar RC. 2004. MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high throughput. Nucleic 
Acids Res. 32: 1792–1797 
 
Eigen M. 1993. The origin of genetic information: Virus as models. Gene 135: 37-47. 
 
Fabian MR, Na H, Ray D, White KA. 2003. 3’-Terminal RNA secondary structures are important for 
accumulation of Tomato bushy stunt virus DI RNAs. Virology 313: 567-580. 
 
Fabian MR, White KA. 2006. Analysis of a 3´-translation enhancer in a tombusvirus: a dynamic model for 
RNA-RNA interactions of mRNA termini. RNA 12: 1304-1314. 
 
Fargette D, Pinel A, Rakotomalala M, Sangu E, Traoré O, Sérémé D,  Sorho F, Issaka S, Hébrard E, 
Séré Y, Kanyeka Z, Konaté G. 2008. Rice yellow mottle virus, an RNA plant virus, evolves as rapidly as 
most RNA animal viruses. J. Virol. 82: 3584-3589. 
 
Felsenstein J. 1985. Confidence limits on phylogenies: an approach using the bootstrap. Evolution 39: 
783-791. 
 
Franck A, Loebenstein G. 1994. Virus and virus-like diseases of pelargonium in Israel. Acta Hortic. 377: 
31-39.  
 
French R, Stenger DC. 2003. Evolution of Wheat streak mosaic virus: dynamics of population growth 




126 Capítulo IV 
García-Arenal F, Fraile A, Malpica JM. 1999. Genetic variability and evolution, p. 143-159. In G. L. 
Mandahar (ed.). Molecular biology of plant viruses. Kluwer, London. 
 
García-Arenal F, Fraile A, Malpica JM. 2001. Variability and genetic structure of plant virus populations. 
Annu. Rev. Phytopathol. 39: 157–186. 
 
García-Arenal F, Fraile A, Malpica JM. 2003. Variation and evolution of plant virus populations. Int. 
Microbiol. 6: 225–232. 
 
Gibbs A, Keese P, Gibbs M, Garcia-Arenal F. 1999. Plant virus evolution: past, present and future, p 
263-285. In E. Domingo, R. Webster and J. Holland (ed.), Origin and Evolution of Viruses. Academic 
Press, San Diego. 
 
Hébrard E, Pinel-Galzi A, Bersoult A, Siré C, Fargette D. 2006. Emergence of a resistance-breaking 
isolate of Rice yellow mottle virus during serial inoculations is due to a single substitution in the genome-
linked viral protein VPg. J. Gen. Virol. 87: 1369-1373 
 
Hoffman NG, Schiffer CA, Swanstrom R. 2003. Covariation of amino acid positions in HIV-1 protease. 
Virology 314: 536–548.  
 
Holland J, Spindler K, Horodyski F, Grabau E, Nichol S, Van de Pol S. 1982. Rapid evolution of RNA 
genomes. Science 215:1577–1585. 
 
Kim SH, Kalinina NO, Andreev I, Ryabov EV, Fitzgerald AG, Taliansky ME, Palukaitis P. 2004. The C-
terminal 33 amino acids of the Cucumber mosaic virus 3a protein affect virus movement, RNA binding and 
inhibition of infection and translation. J. Gen. Virol. 85: 221–230. 
 
Kinard GR, Jordan R. 2002. Genome organization of Pelargonium chlorotic ring pattern virus: further 
implications for Tombusviridae taxonomy. Acta Hortic. 568: 17-27. 
 
Kneller EL, Rakotondrafara AM, Miller WA. 2006. Cap-independent translation of plant viral RNAs. Virus 
Res. 119: 63-75.   
 
Koonin EV, Dolja VV. 1991. The phylogeny of RNA-dependent RNA polymerases of positive-strand RNA 
viruses. J. Gen. Virol. 72: 2197-2206. 
 
Koonin EV, Dolja VV. 1993. Evolution and taxonomy of positive-strand RNA viruses: implications of 
comparative analysis of amino acid sequences. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 28: 375-430. 
 
Kosakovsky Pond SL, Frost SDW. 2005. Not so different after all: a comparison of methods for detecting 
amino acid sites under selection. Mol. Biol. Evol . 22: 1208-1222 
 
Kosakovsky Pond SL, Posada D, Gravenor MB, Woelk CH, Frost SDW. 2006. Automated phylogenetic 





Larson SM, Di Nardo AA, Davidson AR. 2000. Analysis of covariation in an SH3 domain sequence 
alignment: applications in tertiary contact prediction and the design of compensating hydrophobic core 
substitutions. J. Mol. Biol. 303: 433–446. 
 
Li H, Roossinck M. 2004. Genetic bottlenecks reduce population variation in an experimental RNA virus 
population. J. Virol. 78: 10582–10587. 
 
Li W, Wong SM. 2006. Analyses of subgenomic promoters of Hibiscus chlorotic ringspot virus and 
demonstration of 5’-untranslated region and 3’-terminal sequences functioning as subgenomic promoters. 
J. Virol. 80: 3395-3405. 
 
Liang XZ, Lee BTK, Wong SM. 2002. Covariation in the capsid protein of Hibiscus chlorotic ringspot virus 
induced by serial passing in a host that restricts movement leads to avirulence in its systemic host. J. Virol. 
76: 12320-12324. 
 
Liu H, Boulton MI, Oparka KJ, Davies JW. 2001. Interaction of the movement and coat proteins of Maize 
streak virus: implications for the transport of viral DNA. J. Gen. Virol. 82: 35-44. 
 
Lommel SA, Martelli GP, Rubino L, Russo M. 2005. Family Tombusviridae, pp. 907-936. In Fauquet 
C.M., Mayo M.A., Maniloff J., Desselberger U., and L. A. Ball (Eds.). Eighth Report of the International 
Committee on Taxonomy of Viruses, Academic Press, San Diego, USA. 
 
Malpica JM, Fraile A, Moreno I, Obies CI, Drake JW, García-Arenal F. 2002. The rate and character of 
spontaneous mutations in an RNA virus. Genetics 162: 1505-1511. 
 
Mansky LM, Temin HM. 1995. Lower in vivo mutation rate of Human immunodeficiency virus type 1 than 
that predicted from the fidelity of purified reverse transcriptase. J. Virol. 69: 5087-5094. 
 
Marcos JF Vilar M, Pérez-Payá E, Pallás V. 1999. In vivo detection, RNA-binding properties and 
characterization of the RNA-binding domain of the p7 putative movement protein from Carnation mottle 
carmovirus (CarMV). Virology 255: 354-365. 
 
Martin DP, Williamson C, Posada D. 2005. RDP2: recombination detection and analysis from sequence 
alignments. Bioinformatics 21: 260-262. 
 
Mathews DH, Sabina J, Zuker M, Turner DH. 1999. Expanded sequence dependence of thermodynamic 
parameters improves prediction of RNA secondary structure. J. Mol. Biol. 288: 911-940. 
 
Na H, White KA. 2006. Structure and prevalence of replication silencer-3´ terminus RNA interactions in 
Tombusviridae. Virology 345: 305-316. 
 
Navarro JA, Genovés A, Climent J, Saurí A, Martínez-Gil L, Mingarro I, Pallás V. 2006. RNA-binding 
properties and membrane insertion of Melon necrotic spot virus (MNSV) double gene block movement 




128 Capítulo IV 
Pita JS, de Miranda JR, Schneider WL, Roossinck MJ. 2007. Environment determines fidelity for an 
RNA virus replicase. J. Virol. 81: 9072-9077.  
 
Pogany J, Fabian MR, White KA, Nagy PD. 2003. A replication silencer element in a plus-strand RNA 
virus. EMBO J. 22: 5602-5611. 
 
Pond SL, Frost SDW. 2005. Not so different after all: A comparison of methods for detecting amino acid 
sites under selection. Mol. Biol. Evol. 22: 1208-1222. 
 
Poon AFY, Lewis FI, Kosakowsky Pond SL, Frost SDW. 2007. An evolutionary-network model reveals 
stratified interactions in the V3 loop of the HIV-1 envelope. PLoS Comp. Biol. 3: e231 
 
Posada D, Crandall K. 1998. MODELTEST: testing the model of DNA substitution. Bioinformatics 14: 
817-81 
 
Qu F, Morris TJ. 2000. Cap-independent translational enhancement of Turnip crinkle virus genomic and 
subgenomic RNAs. J. Virol. 74: 1085-1093. 
 
Rebenstorf K, Candresse T, Dulucq MJ, Buttner C, Obermeier C. 2006.  Host species-dependent 
population structure of a pollen-borne plant virus, Cherry leaf roll virus. J. Virol. 80: 2453-2462. 
 
Rico P, Ivars P, Elena SF, Hernández C. 2006. Insights into the selective pressures restricting 
Pelargonium flower break virus genome variability and evidence of host adaptation. J. Virol. 80: 8124-
8132. 
 
Sacristán S, Malpica JM, Fraile A, García-Arenal F. 2003. Estimation of population bottlenecks during 
systemic movement of Tobacco mosaic virus in tobacco plants. J. Virol. 77: 9906–9911. 
 
Sánchez-Navarro JA, Bol JF. 2001. Role of the Alfalfa mosaic virus movement protein and coat protein in 
virus transport. Mol. Plant Microbe Interact. 14: 1051-1062. 
 
Sánchez-Navarro JA, Herranz MC, Pallás V. 2006. Cell-to-cell movement of Alfalfa mosaic virus can be 
mediated by the movement proteins of ilar-, bromo-, cucumo-, tobamo- and comoviruses and does not 
require virion formation. Virology 346: 66–73. 
 
Saurí A, Saksena S, Salgado J, Jhonson AE, Mingarro I. 2005. Double-spanning plant viral movement 
protein integration into the endoplasmic reticulum membrane is signal recognition particle-dependent, 
translocon-mediated, and concerted. J. Biol. Chem. 280: 25907-25912. 
 
Schneider WL, Roossinck MJ. 2000. Evolutionarily related Sindbis-like plant viruses maintain different 
levels of population diversity in a common host. J. Virol. 74: 3130-3134. 
 
Schneider WL, Roossinck MJ. 2001. Genetic diversity in RNA virus quasispecies is controlled by host-





Sharp PM. 1997. In search of molecular Darwinism. Nature 385: 111-112 
 
Steinhauer DA, Holland JJ. 1986. Direct method for quantification of extreme polymerase error 
frequencies at selected single base sites in viral RNA. J. Virol. 57:219–228. 
 
Stone OM. 1980. Nine viruses isolated from pelargonium in the United Kingdom. Acta Hortic. 110: 177-
182. 
 
Stuart GW, Moffett PK, Bozarth RF. 2006. A comprehensive open reading frame phylogenetic analysis of 
isometric positive strand ssRNA plant viruses. Arch. Virol. 151: 1159-1177.  
 
Stupina V, Simon AE. 1997. Analysis in vivo of Turnip crinkle virus satellite RNA C variants with 
mutations in the 3´-terminal minus-strand promoter. Virology 238: 470-477. 
 
Suyama M, Torrents D, Bork P. 2006. PAL2NAL: robust conversion of protein sequence alignments into 
the corresponding codon alignments. Nucl. Acids Res. 34: 609-612. 
 
Tajima F. 1993. Simple methods for testing molecular clock hypothesis. Genetics 135: 599-607 
 
Takeda A, Kaido M, Okuno T, Mise K. 2004. The C-terminus of the movement protein of Brome mosaic 
virus controls the requirement for coat protein in cell-to-cell movement and plays a role in long distance 
movement. J. Gen. Virol. 85: 1751–1761. 
 
Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S. 2007. MEGA4: molecular evolutionary genetics analysis (MEGA) 
software version 4.0. Mol. Biol. Evol. 24: 1596-1599 
 
Thomas DJ, Casari G, Sander C. 1996. The prediction of protein contacts from multiple sequence 
alignments. Protein Eng. 9: 941–948. 
 
Turner RL, Buck KW. 1999. Mutational analysis of cis-acting sequences in the 3’- and 5’-untranslated 
regions of RNA 2 of Red clover necrotic mosaic virus. Virology 253: 115-124. 
 
Vartanian JP, Plikat U, Henry M, Mahieux R, Guillemot L, Meyerhans A, Wain-Hobson S. 1997. HIV 
genetic variation is directed and restricted by DNA precursor availability. J. Mol. Biol. 270: 139-151. 
 
Verwoerd TC, Dekker BMM, Hoekema A. 1989. A small-scale procedure for the rapid isolation of plant 
RNAs. Nucleic Acids Res. 17: 2362. 
 
Vilar M, Sauri A, Monné M, Marcos JF, von Heijne G, Pérez-Payá E, Mingarro I. 2002. Insertion and 
topology of a plant viral movement protein in the endoplasmic reticulum membrane. J. Biol. Chem. 277: 
23447-23452. 
 
Wang S, Carpenter CD, Simon AE. 1999. Minimal sequence and structural requeriments of a 




130 Capítulo IV 
Wang J, Simon AE. 1997. Analysis of the two subgenomic RNA promoters for Turnip crinkle virus in vivo 
and in vitro. Virology 232: 174-186. 
 
Wang HH, Wong SM. 2004. Significance of the 3’-terminal region in minus strand RNA synthesis of 
Hibiscus chlorotic ringspot virus. J. Gen. Virol. 85: 1763-1776. 
 
Zhang G, Zhang J, Simon AE. 2004a. Repression and derepression of minus-strand synthesis in a plus-
strand RNA virus replicon. J. Virol. 78: 7619-33. 
 
Zhang J, Stuntz RM, Simon AE. 2004b. Analysis of a viral replication repressor: sequence requirements 
for a large symmetrical internal loop. Virology 15: 90-102. 
 

























         





























Secuencia nucleotídica y organización genómica del PLPV 
 
El geranio se encuentra a menudo afectado por enfermedades de etiología viral que 
repercuten negativamente en la producción y en la calidad de esta planta ornamental. En los 
últimos años, las infecciones causadas por el virus del arabesco del Pelargonium (Pelargonium 
line pattern virus, PLPV) han alcanzado una importancia notable, con porcentajes de incidencia 
muy altos en nuestro país y, probablemente, a nivel mundial (Stone, 1980; Bouwen y Maat, 
1992; Franck y Loebenstein, 1994; Alonso et al., 1999; Alonso y Borja, 2005). Se trata de un 
virus con partículas isométricas y un genoma de ssRNA+ cuyas infecciones naturales parecen 
restringidas a especies del género Pelargonium, aunque experimentalmente puede infectar a 
especies muy diversas. Dada la escasez de datos sobre el PLPV y la importancia que el virus 
está adquiriendo como patógeno, en esta tesis hemos pretendido profundizar en sus 
características biológicas y, sobre todo, moleculares. 
El primer objetivo abordado en este trabajo ha sido determinar la estructura primaria del 
PLPV y analizar los RNAs virales que se acumulan en las plantas infectadas. Partiendo de un 
aislado alemán del virus (denominado PV-0193), se secuenció completamente el gRNA. Los 
resultados indicaron que esta molécula estaba constituida por 3884 nt y, mediante análisis in 
silico, inicialmente identificamos seis ORFs que potencialmente codificaban proteínas de 27 
(p27), 13 (p13), 87 (p87), 7 (p7), 6 (p6), y 37 kDa (p37). Estas ORFs estaban flanqueadas por 
una 5´ UTR inusualmente corta, con sólo 6 nt, y una 3´ UTR de 246 nt. Tanto la organización 
de las ORFs en el RNA viral como la mayoría de sus productos potenciales se asemejaban 
mucho a los implicados en replicación (p27 y p87), movimiento (p7) y encapsidación (p37) de 
miembros del género Carmovirus (familia Tombusviridae). A pesar de las semejanzas que el 
PLPV compartía con componentes de este grupo viral, este patógeno presentaba algunas 
características que impedían su asignación directa a este género. La región central del genoma 
de los carmovirus contiene dos pequeñas ORFs en distintas fases de lectura (con excepción 
del MNSV) y con codones de iniciación canónicos que codifican las MPs  (Hacker et al., 1992; 
Li et al., 1998; Navarro et al., 2006), mientras que de las dos proteínas potencialmente 
codificadas por la región central del genoma del PLPV, sólo la p7 mostraba homología 
significativa con MPs de carmovirus. Una búsqueda en bases de datos de proteínas no reveló 
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la existencia de homólogos claros de la putativa p6 ni tampoco de la proteína p13 
potencialmente codificadas por el virus. Además, los carmovirus producen dos sgRNAs para la 
expresión de las MPs y de la CP, respectivamente (Russo et al., 1994), mientras que un 
análisis Northern indicó que el PLPV producía un solo sgRNA de 1.6 kb. Las características 
estructurales de esta molécula permitieron sugerir que posiblemente estaba implicada en la 
traducción de la p7, de la p6 y de la p37 del virus. Es interesante también señalar que los 
resultados de los experimentos de extensión del cebador llevados a cabo para cartografiar y/o 
confirmar el extremo 5´ del gRNA y del sgRNA del PLPV eran consistentes con los esperados 
para moléculas sin cap, en línea con lo descrito para miembros de la familia Tombusviridae 
(Lommel et al., 2005).  
Además de asignar posibles funciones a las proteínas potencialmente codificadas por el 
PLPV mediante análisis comparativo con proteínas de función conocida, también se especuló 
acerca de los posibles mecanismos de expresión génica empleados por el virus. Esta 
especulación se basó en la organización genómica del mismo y en ciertas características de su 
secuencia. Las proteínas p27 y p87 presumiblemente implicadas en replicación viral, y la p13, 
de función desconocida, probablemente eran traducidas a partir del gRNA, la p27 mediante un 
mecanismo convencional de rastreo ribosomal y la p87 por un mecanismo de lectura a través 
del codón de terminación de la ORF (p27), como se ha descrito para la mayoría de miembros 
de la familia Tombusviridae (Scholthof et al., 1995; White et al., 1995; Turina et al., 1998; 
Huang et al., 2000). Un mecanismo de iniciación interna de la traducción fue considerado como 
plausible para la producción de la p13, ya que la involucración de un mecanismo de escape al 
proceso de rastreo ribosomal era bastante improbable dado el contexto óptimo que flanquea al 
codón del inicio de la ORF (p27) (Futterer y Hohn, 1996). El resto de ORFs, localizadas aguas 
abajo en el genoma, se traducirían a partir del único sgRNA detectado en las plantas infectadas 
que, además, se acumula a niveles elevados. La proteína p7, presumiblemente implicada en 
movimiento, debía ser traducida por un mecanismo de rastreo ribosomal convencional, 
mientras que la p6, de función desconocida, podría ser traducida a partir de un codón de 
iniciación no canónico por un mecanismo de escape al proceso de rastreo del RNA y/o 
alternativamente, mediante un mecanismo de corrimiento de la pauta de lectura de -1 nt (-1 




ORF (p7), dando lugar a una proteína de 12 kDa (p12 o p7-FS). Esta posibilidad estaba 
apoyada por dos rasgos estructurales del RNA: la presencia de un heptanucleótido, 
flanqueando en 5´ al codón de parada de la ORF (p7), con una secuencia que se ajusta al 
motivo característico de fenómenos de corrimiento de pauta de lectura, y la posible formación 
de una estructura de tipo horquilla aguas abajo del mencionado codón. La presencia de esta 
clase de estructuras parece facilitar la parada de los ribosomas propiciando su deslizamiento 
posterior. Si efectivamente el virus empleaba un mecanismo de -1 FS para expresar una de sus 
ORFs internas, esto constituiría otro rasgo distintivo del PLPV frente a los carmovirus, cuyas 
ORFs internas, además de presentar codones de inicio canónicos, son presumiblemente 
traducidas por un mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal. Si bien no podíamos 
excluir que un sgRNA adicional se produjera en muy bajas concentraciones (o en determinados 
estadios del ciclo infeccioso) para la expresión de la ORF (p37), los análisis Northern no 
revelaron la presencia de esta molécula hipotética. Por esta razón, se consideró que la ORF 
(p37) podría expresarse por un mecanismo de iniciación interna o de escape al proceso de 
rastreo del RNA. 
La organización de ORFs y las estrategias de expresión génica predichas para el sgRNA del 
PLPV eran muy similares a las descritas para el único sgRNA del PMV (Panicovirus), aunque 
este último además de presentar tres ORFs que codifican las proteínas p8, p6.6 y p38, 
contiene una ORF adicional dentro del gen de la CP (Turina et al., 1998). También en el caso 
del sgRNA del PMV se había sugerido la posible generación de una proteína p8-FS como 
consecuencia de un fenómeno de corrimiento en la pauta de lectura y, curiosamente, la 
secuencia de siete nucleótidos necesaria para que se produzca este fenómeno en el PMV era 
idéntica a la encontrada aguas arriba del codón de parada de la ORF (p7) del PLPV, lo que 
reforzaba la hipótesis de la implicación de un mecanismo de este tipo para la producción de la 
hipotética p7-FS. Sin embargo, en el caso del PMV la supuesta proteína p8-FS no ha sido 
detectada in vivo y, más aún, ensayos de traducción in vitro han demostrado que el codón de 
inicio no canónico de la ORF p6.6 es funcional, a pesar de que el contexto que lo flanquea no 
es óptimo (Turina et al., 2000). Bioensayos realizados con mutantes del PMV han demostrado 
que la proteína p6.6 es necesaria para una infección eficiente y que, además, está involucrada 
en el movimiento del virus en la planta (Turina et al., 2000). A pesar de que las secuencias de 
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esta proteína del PMV y del potencial producto p6 del PLPV eran considerablemente distintas, 
sus perfiles de hidrofobicidad eran similares. Teniendo en cuenta las analogías entre las dos 
proteínas, se podía anticipar una función equivalente a la de la p6.6 del PMV para la potencial 
p6 del PLPV. 
Además del PLPV, se habían descrito un conjunto de pequeños virus isométricos cuyas 
infecciones naturales también parecen restringidas a especies del género Pelargonium, entre 
los que se encuentran el virus de las manchas anulares de Pelargonium (Pelargonium ringspot 
virus, PelRSV) y el virus del anillo clorótico de Pelargonium (Pelargonium chlorotic ring pattern 
virus, PCRPV). El PCRPV codifica potencialmente 5 proteínas muy similares a las implicadas 
en replicación (p27 y p87), movimiento (p7 y p9) y encapsidación (p37) en el género 
Carmovirus (Kinard y Jordan, 2002), pero, al igual que el PLPV, genera un único sgRNA 
presumiblemente implicado en la expresión de las ORFs situadas en posición interna y 3´-
proximal en el gRNA. Asímismo, podría utilizar un mecanismo -1 FS para la traducción de la 
ORF (p9) o, alternativamente, esta ORF podría ser traducida a partir de un codón no-AUG, de 
forma similar a lo predicho para la ORF (p6) del PLPV. Algunos datos indican que estas 
características podrían ser compartidas por el PelRSV y el virus latente de la baya del saúco 
(Elderberry latent virus, ELV) (Kinard et al., 1996; Jones et al., 2000; Kinard y Jordan, 2002), 
aunque la secuencia completa de los gRNAs de estos patógenos no está disponible. Sin 
embargo, sobre la base de la producción de un solo sgRNA, de estrategias de expresión 
génica posiblemente comunes y de ciertas similitudes de secuencia, se propuso incluir a los 
cuatro virus en un nuevo género dentro de la familia Tombusviridae denominado Pelarspovirus 
(Kinard y Jordan, 2002). Un árbol filogenético elaborado con las secuencias de la CP de los 
cuatro patógenos permitió apoyar esta propuesta (Fig. 6, capítulo I), al igual que análisis 
filogenéticos posteriores llevados a cabo con las secuencias completas del PLPV y del PCRPV 
y de los componentes de la familia Tombusviridae (Stuart et al., 2006).    
 
Generación de un clon infeccioso del PLPV 
  
Las peculiaridades genómicas del PLPV (y su posible adscripción a un nuevo género) 




abordó fue la obtención de un clon infeccioso del virus para poder llevar a cabo experimentos 
de genética reversa. Esta tipo de aproximación ha contribuido enormemente al estudio de 
funciones genómicas en virus de plantas (Boyer y Haenni, 1994), y nos podía permitir 
contrastar la validez de las predicciones realizadas, mediante análisis in silico, acerca del papel 
de las distintas ORFs en el ciclo biológico del PLPV y de los mecanismos de expresión génica 
utilizados por este agente infeccioso. 
Dado que los intentos de conseguir la amplificación de un cDNA de longitud completa en 
una sola reacción de RT-PCR fueron infructuosos, probablemente por impedimentos 
estructurales del propio RNA y/o cDNA o por problemas derivados de la baja procesividad de la 
polimerasa utilizada, se generaron dos poblaciones de cDNAs solapantes que abarcaban la 
mitad 5’ (fusionada al promotor de la polimerasa del fago T7) y la mitad 3’ del genoma viral, 
respectivamente. Tras la digestión con enzimas de restricción apropiados, estas dos 
poblaciones de cDNAs fueron ligadas entre sí y los productos resultantes se fusionaron al 
vector de clonación pUC18. Con esta estrategia, similar a la descrita como “clonaje 
poblacional” (Yu y Wong, 1998), se intentó maximizar la probabilidad de obtener un clon 
biológicamente activo al permitir la síntesis de una serie de clones diferentes que podían ser 
bioensayados simultáneamente aunque de forma independiente. 
Mediante esta estrategia se seleccionaron dos clones distintos de longitud completa, 
denominados pPLDS-1 y pPLDS-2, que fueron linearizados con el enzima de restricción 
BamHI. Los transcritos generados in vitro a partir de estos moldes se utilizaron para inocular 
hojas del huésped experimental C. quinoa. Puesto que estos transcritos no resultaron 
infecciosos, se secuenciaron completamente los dos clones de partida para intentar averiguar a 
qué se debía su falta de actividad biológica. En el caso del clon pPLDS-1, se detectó una 
sustitución nucleotídica que conducía a la introducción de un codón de parada prematuro en la 
ORF (p27). Esta mutación, que debía ser la responsable de la incapacidad del clon para 
establecer una infección eficiente, probablemente fue incorporada durante el proceso de 
transcripción reversa o de amplificación por PCR del cDNA viral. En el caso del clon pPLDS-2, 
no se observó en su secuencia ningún cambio nucleotídico que pudiera explicar de forma obvia 
su naturaleza no infecciosa. 
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Los transcritos derivados de varios de los clones resultantes de sustituir la región 5’ del clon 
pPLDS-2 por nuevos cDNAs, indujeron lesiones cloróticas cuando se inocularon sobre hojas de 
C. quinoa, comprobándose la presencia del PLPV mediante hibridación molecular. Se 
seleccionó al azar uno de estos clones infecciosos, denominado pPLDS-10, y su secuenciación 
reveló que presentaba sólo 2 sustituciones nucleotídicas con respecto al clon pPLDS-2; estas 
sustituciones estaban localizadas dentro de la ORF (p27) y/o ORF (p87) y daban lugar a dos 
cambios en las correspondientes secuencias aminoacídicas, L40P y W351S (posiciones en 
p27/p87 y p87, respectivamente). Experimentos de mutagénesis dirigida realizados 
posteriormente en el laboratorio han puesto de manifiesto que la sustitución nucleotídica que 
da lugar al cambio de una S por W en el residuo 351 de la RdRp es la responsable de la falta 
de infectividad del clon pPLDS-2, aunque por el momento se desconoce qué propiedad 
particular de la proteína está afectada por este cambio.   
A pesar de la actividad biológica mostrada por los transcritos derivados del clon pPLDS-10, 
el número de lesiones que apareció en las hojas inoculadas fue considerablemente menor que 
el observado utilizando el RNA viral silvestre como inóculo. Estos transcritos eran 
presumiblemente portadores de nucleótidos “no virales” en los extremos, concretamente, 3 Gs 
en 5´, incorporados durante la transcripción a partir del promotor de la RNA polimerasa del fago 
T7, y 5 nt más en 3´ (GGAUC), resultantes de la utilización del sitio BamHI para la linearización 
del plásmido previa a la transcripción. Para averiguar si estos nucleótidos adicionales eran  
responsables de la reducción en la infectividad de los transcritos, se llevaron a cabo dos 
aproximaciones. Por un lado, se fusionó el cDNA viral recuperado del clon infeccioso pPLDS-
10 directamente al promotor 35S del CaMV y al terminador del gen de la nopalina sintasa, y la 
construcción resultante se inoculó sobre las hojas de C. quinoa. Estas hojas desarrollaron un 
número de lesiones similar al observado tras inoculación con transcritos generados a partir del 
clon pPLDS-10 linearizado con BamHI, aunque la aparición de los síntomas se retrasó 1-2 
días. Este resultado sugería que los nucleótidos adicionales presentes en el extremo 5´ de los 
transcritos no eran responsables de la baja infectividad de los mismos. Por otro lado, el clon 
pPLDS-10 fue linearizado, además de con BamHI, con KpnI o SmaI. En teoría, estas dos 
digestiones permitían obtener transcritos con el extremo 3´ preciso del virus o con 1 nt menos, 




indujeron un número de lesiones alrededor de 10 veces superior a los observados con los otros 
transcritos. Este resultado apoyaba firmemente la idea de que el residuo G asignado 
inicialmente al  extremo 3’ del genoma del PLPV, no está realmente presente en el ssRNA viral. 
Los intermediarios replicativos de doble cadena de ciertos virus de ssRNA+, presentan un 
residuo adicional en el extremo 3’ de la cadena positiva o negativa (Karasev et al., 1995; 
Galiakparov et al., 1999) y, probablemente, a esto se debía nuestra asignación incorrecta del 
residuo terminal, ya que los dsRNAs del PLPV se habían utilizado como moldes para la 
clonación y secuenciación de la región 3'- proximal del virus. Conjuntamente, los resultados 
indicaron que el genoma del PLPV, al igual que los del resto de miembros de la familia 
Tombusviridae termina con la secuencia CCC-OH (White y Nagy, 2004) y, por lo tanto, la 
linearización del clon infeccioso con SmaI dejaba el extremo preciso del virus, lo que explicaba 
el aumento del número de lesiones en hojas de C. quinoa. Esta observación contrasta con lo 
que ha sido descrito para otros miembros de la familia Tombusviridae, como el virus latente del 
Photos (Photos latent virus, PoLV, Aureusvirus) o el MNSV (Carmovirus) (Rubino y Russo, 
1997; Díaz et al., 2003), cuya infectividad no parece estar afectada por extensiones en el 
extremo 3’ del RNA viral. El clon infeccioso del PLPV que habíamos generado era además 
capaz de infectar sistémicamente otros huéspedes experimentales como N. clevelandii o N. 
benthamiana, aunque de forma asintomática, reproduciendo las características biológicas del 
virus parental. 
 
Identificación de las ORFs del PLPV funcionales in vivo  
 
El análisis in silico del genoma del PLPV había aportado pistas acerca de la posible función 
de las proteínas potencialmente codificadas por algunas de sus ORFs y había permitido 
hipotetizar sobre las estrategias de expresión génica empleadas por el virus. Para identificar 
qué ORFs de las predichas inicialmente eran biológicamente activas y cúal era su papel en el 
ciclo infeccioso del patógeno, se generó una colección de mutantes a partir del clon infeccioso. 
Estos mutantes fueron utilizados como moldes en reacciones de traducción in vitro y 
bioensayados en diferentes huéspedes experimentales. Los resultados de estos experimentos 
corroboraron la expresión y las funciones anticipadas para las proteínas p27 y p87 
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(efectivamente implicadas en replicación) así como para las proteínas p7 y p37 (implicadas en 
movimiento y movimiento/encapsidación, respectivamente). Sin embargo, la expresión de las 
otras dos ORFs predichas inicialmente, ORFs (p13) y (p6), no pudo ser detectada in vitro y, 
más aún, los bioensayos mostraron que no eran requeridas in vivo, ya que mutantes con estas  
ORFs inactivadas eran capaces de establecer infecciones indistinguibles de las establecidas 
por el virus silvestre en tres huéspedes distintos, indicando que las mencionadas ORFs 
probablemente carecen de significado biológico. En su lugar se identificó una nueva ORF, 
localizada en la región central del genoma, que se traduce a partir de un codon débil de 
iniciación (GUG) y que da lugar a una proteína de tamaño 9.7 kDa implicada en el movimiento 
del virus. A pesar de que presenta un perfil de hidrofobicidad muy similar al de proteínas de 
movimiento del género Carmovirus (Navarro et al., 2006), su homología de secuencia con 
dichas proteínas es escasa. Curiosamente, la p9.7 del PLPV sí muestra una notable identidad 
de secuencia (44,4%) con otra de tamaño 9.4 kDa, potencialmente codificada por una ORF del 
PCRPV también ubicada en la región central del genoma y cuyo codón de inicio es, asimismo, 
un triplete no-AUG (Kinard y Jordan, 2002). Esta observación amplia las semejanzas entre 
estos dos virus, ambos miembros provisionales del género propuesto Pelarspovirus. 
La CP del PLPV por su parte, desempeña un papel fundamental en el movimiento local y, 
por lo tanto, también sistémico del virus. El requerimiento de la CP para el movimiento célula a 
célula y sistémico varía entre los distintos miembros de la familia Tombusviridae. Así, la CP no 
es necesaria para el movimiento local del virus de las manchas de las hojas del pepino 
(Cucumber leaf spot virus, CLSV) y del PoLV, ambos en el género Aureusvirus (Rubino y 
Russo, 1997; Reade et al., 2003), del virus de la necrosis del tabaco (Tobacco necrosis virus, 
TNV, Necrovirus) (Molnar et al., 1997), y del RCNMV (Dianthovirus) (Vaewhongs y Lommel, 
1995). En este último sin embargo, la CP es estrictamente necesaria para el movimiento a 
larga distancia, excepto en el huésped N. benthamiana a bajas temperaturas (Xiong et al., 
1993). Por el contrario, la CP del PMV (Panicovirus) (Turina et al., 2000) y del MNSV 
(Carmovirus) (Genovés et al., 2006) es requerida para el movimiento célula a célula. En el caso 
del TCV (Carmovirus), la CP es indispensable para el movimiento célula a célula en N. 
benthamiana, pero no en Arabidopsis, aunque es esencial para la dispersión sistémica en 




observaciones contrastan con lo descrito para miembros del género Tombusvirus, que pueden 
moverse célula a célula o sistémicamente en ausencia de CP (Russo et al., 1994; Sit et al., 
1995). Si la CP del PLPV tiene un papel directo en el movimiento del virus formando parte del 
complejo que permite su propagación en la planta o contribuye indirectamente al inicio y 
mantenimiento de la infección, está por determinar. Esta contribución indirecta podría ser el 
resultado de la capacidad de la proteína para inhibir la degradación del RNA viral mediada por 
la respuesta del huésped frente al virus basada en silenciamiento del RNA, ya que CPs 
relacionadas de carmovirus actúan como supresores de este tipo de mecanismo defensivo (Qu 
et al., 2003; Thomas et al., 2003; Genovés et al., 2006; Meng et al., 2006; Martínez-Turiño y  
Hernández, 2009). De manera alternativa, la CP del PLPV podría funcionar como un factor 
accesorio protegiendo el genoma o promoviendo la traducción in vivo y/o estabilizando a las 
MPs, como se ha propuesto para la CP del PMV (Turina et al., 2000).  
 
Mecanismos de expresión génica del PLPV 
 
Una vez identificadas las ORFs del PLPV funcionales in vivo y determinada la función que 
desempeñan en el ciclo biológico del patógeno, nos planteamos obtener información sobre las 
estrategias que utiliza el virus para la expresión de todos sus genes. Los resultados indicaron 
que el PLPV emplea mecanismos de traducción variados que permiten que los distintos genes 
sean accesibles a la maquinaria de síntesis proteica del huésped. Además, estos procesos 
traduccionales deben ser independientes de cap ya que los RNAs del PLPV, como los de los 
otros miembros de la familia Tombusviridae (Lommel et al., 2005), carecen de esta estructura 
en su extremo 5´. Ensayos de traducción in vitro confirmaron que: i) el gRNA dirige la síntesis 
de la proteína p27 y de su producto readthrough p87 de manera eficiente, a pesar de que este 
RNA presenta una región líder de sólo 6 nt (la más corta descrita para un mRNA natural) y, 
como se ha indicado arriba, carece de estructura cap, y, ii) el sgRNA actúa como mRNA para la 
producción de las tres proteínas restantes, p7, p9.7 y p37, mediante procesos de escape al 
proceso de rastreo ribosomal. Estos procesos parecen estar favorecidos por el contexto 
subóptimo que flanquea al codón de inicio del gen p7, por el codón débil de inicio (GUG) del 
gen p9.7, y por la ausencia de codones AUG adicionales en cualquier pauta de lectura en la 
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región de 370 nt que precede al codón de inicio del gen p37. De hecho, en cualquier otra región 
del RNA viral los tripletes AUG son tan frecuentes como se puede esperar de forma estadística, 
es decir, aproximadamente uno cada 64 nt. Esta observación sugiere que los codones AUG 
están bajo fuerte selección negativa en el segmento que precede al gen p37 en el sgRNA del 
PLPV. En este contexto, se puede postular que esta secuencia ha evolucionado para permitir 
que una fracción de los ribosomas que han alcanzado el codón de inicio del gen p7, flanqueado 
por un contexto subóptimo, no empiecen la síntesis proteica y continúen el rastreo hasta el gen 
p9.7. La débil señal de inicio proporcionada por el codón GUG de este gen probablemente 
favorece que una fracción de los ribosomas continúen el rastreo hasta alcanzar el gen p37. De 
acuerdo con este modelo, la introducción de codones AUG adicionales aguas arriba del gen 
p37, debe reducir la producción de la proteína que codifica, como de hecho se observó con los 
mutantes p9.7aug y p9.7aug*3, que incorporan uno y tres codones AUG, respectivamente, 
siendo la reducción más drástica (superior al 80%) con el último mutante, como cabía esperar. 
Del mismo modo, la eliminación del codón de inicio AUG del gen p7, conlleva un aumento en la 
producción de la p9.7. Sin embargo, no hemos podido detectar un aumento significativo en la 
producción de p37 al eliminar el codón de inicio del gen p9.7, probablemente por la baja 
eficiencia con que el codón GUG promueve el comienzo de la traducción, lo que indica que la 
presencia de esta ORF sólo reduce ligeramente el número de ribosomas que llegan a la ORF 
(p37). El modelo también implica que la traducción de todos los genes del sgRNA es 
dependiente del extremo 5’, como efectivamente se comprobó mediante la introducción de una 
horquilla estable en la secuencia líder del sgRNA que tuvo un acusado efecto negativo sobre la 
producción de las proteínas p7, de la p9.7 y de la p37.  
El mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal es con frecuencia responsable de 
la traducción de diferentes proteínas a partir de RNAs virales (revisado por Ryabova et al., 
2006). Este mecanismo por lo general conduce a la síntesis de dos polipéptidos con una misma 
región C-terminal, si son traducidos a partir de una misma ORF, o de dos polipéptidos 
independientes, cuando las ORFs se encuentran en diferentes pautas de lectura (Weiland y 
Dreher, 1989; Belsham y Lomonosoff, 1991; Dinesh-Kumar y Miller, 1993; Herzog et al., 1995; 
Simón-Buela et al., 1997; Verchot et al., 1998; Shivaprasad et al., 2005). El caso más notable 




escape al proceso de rastreo ribosomal al igual que el sgRNA del PLPV, la síntesis de tres 
proteínas independientes codificadas por las ORFs I, II y III del virus (Fütterer et al., 1997). 
Como en el caso del PLPV, una de las ORFs implicadas en el mecanismo de escape al 
proceso de rastreo del RTBV es traducida a partir de un codón no-AUG (ORFI) y otra presenta 
un codón de inicio flanqueado por un contexto subóptimo (ORFII). Además, la región de 
alrededor de 1 kb que precede al codón de inicio de la ORFIII en el pgRNA del RTBV también 
está desprovista de tripletes AUG en cualquier pauta de lectura, aparte del que inicia a la ORFII 
que, como se ha indicado anteriormente, se encuentra en un contexto traduccional pobre. 
Estas peculiaridades compartidas por los RNAs del RTBV y del PLPV probablemente permiten 
que una importante fracción de los ribosomas que inicia el rastreo desde el extremo 5’ pueda 
alcanzar la tercera ORF. El sesgo en contra de codones AUG previos a la ORFIII es una 
característica no sólo del RTBV, sino que está conservada en badnavirus relacionados, lo que 
sugiere que la estrategia de escape al proceso de rastreo ribosomal es empleada por 
miembros de dos géneros, Tungrovirus y Badnavirus (Pooggin et al., 1999). En este contexto, 
es interesante mencionar que el sgRNA del PCRPV se asemeja al sgRNA del PLPV en cuanto 
a número y organización de ORFs, contextos que flanquean sus codones de inicio y ausencia 
de codones AUG aguas arriba del gen de la CP, con excepción del codon de inicio del gen p7 
(Kinard y Jordan, 2002), lo que indica que el mecanismo de escape al proceso de rastreo del 
RNA propuesto para el PLPV podría ser también empleado por otros miembros del género 
propuesto Pelarspovirus.  
Los buenos niveles de infectividad de los mutantes p9.7cug y p9.7acg del PLPV (con 
reemplazamientos del codón de inicio GUG del gen p9.7 por otros codones de inicio no-AUG) 
contrastan con la falta de infectividad del mutante p9.7aug (con reemplazamiento del codón de 
inicio GUG del gen p9.7 por el canónico AUG), y sugieren que la preservación de las 
proporciones de las proteínas producidas a partir del sgRNA es un requisito indispensable para 
la viabilidad del virus. Estos resultados indican además que otros codones de inicio no-AUG 
pueden sustituir funcionalmente al GUG del gen silvestre, pero no el AUG convencional. La 
utilización de codones de inicio débiles para regular las proporciones de las proteínas 
producidas ha sido descrita tanto para mRNAs celulares como virales (Kozak, 1991; Touriol et 
al., 2003). Entre estos últimos se incluyen algunos virus de plantas pertenecientes a diferentes 
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grupos taxonómicos (Fütterer et al., 1996; Shirako, 1998). Dentro de la familia Tombusviridae, 
el HCRSV es el único carmovirus donde se ha demostrado la utilización de un codón de inicio 
no-AUG; este codón está presente en un gen que codifica una proteína específica que parece 
influir en la expresión de los síntomas (Koh et al., 2006; Zhou et al., 2006). Un segundo ejemplo 
corresponde al PMV que utiliza un codón débil de iniciación para la síntesis de una proteína de 
pequeño tamaño, p6.6, implicada en movimiento (Turina et al., 1998), tal como se ha indicado 
con anterioridad en esta discusión. El único sgRNA producido por el PMV es, como el del 
PLPV, policistrónico y dirige la traducción de cuatro proteínas distintas. Se ha sugerido que un 
mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal sería responsable de la expresión de 
los dos genes 5´-proximales mientras que la traducción de los dos genes 3´-proximales podría 
tener lugar mediante una combinación del mecanismo de escape al proceso de rastreo del 
RNA y alguna estrategia adicional no identificada (Turina et al., 2000; Batten et al., 2006a). 
Aunque los datos presentados aquí apoyan firmemente que el mecanismo principalmente 
involucrado en la traducción de las tres ORFs del sgRNA del PLPV es el de escape al proceso 
de rastreo ribosomal, no se puede descartar completamente la contribución de otro tipo de 
mecanismos. Otra cuestión abierta concierne a la forma en que los RNAs del PLPV reclutan al 
ribosoma pese a carecer de cap y de cola poliA. Miembros de las familias Tombusviridae y 
Luteoviridae, que también carecen de este tipo de estructuras en sus extremos, contienen 
secuencias en la  3' UTR que funcionan como estimuladores de la traducción (TEs) (revisado 
por Kneller et al., 2006). En el PLPV también se ha postulado la existencia de un TE 
basándose en un análisis de complementariedad entre la 3´ UTR del virus y las 5´ UTRs del 
gRNA y del sgRNA (Fabian y White, 2006). La investigación sobre este tema puede ayudar a 
comprender mejor la complejidad de la regulación de la expresión génica en el PLPV y la red 
de interacciones moleculares involucradas.  
 
Estudio de la variabilidad molecular del PLPV 
 
Puesto que la información de secuencia disponible sobre el PLPV se limitaba a la del 
aislado de origen alemán a partir del cual habíamos determinado la organización genómica del 




estaba depositada en la base de datos, consideramos de interés caracterizar aislados 
adicionales del virus como una primera aproximación para estimar su grado de diversidad 
genética. Para ello se partió de una colección de aislados provenientes de plantas de P. zonale 
o de P. peltatum recolectadas en tres países diferentes (España, Italia y Estados Unidos) en 
años distintos. La región genómica analizada fue muy amplia, concretamente de 1817 nt lo que 
representa aproximadamente la mitad del gRNA viral. Esto ha posibilitado la obtención de 
datos acerca de tres regiones codificantes completas (los genes de las MPs, p7 y p9.7, y de la 
CP) así como de la 3´ UTR y de un segmento del gen de la RdRp. Los resultados del análisis 
de estas secuencias y su comparación con las del aislado alemán inicial PV-0193, han 
proporcionado información relevante acerca de la estructura genética de las poblaciones del 
PLPV como se discute a continuación.  
Los cambios nucleotídicos detectados entre las secuencias de un mismo aislado han 
confirmado que el PLPV, como otros ribovirus, se propaga como una cuasiespecie, siendo la 
variabilidad nucleotídica dentro de cada aislado muy limitada y similar a la estimada para otros 
virus de RNA (Fields y Winter, 1981; Arias et al., 1986; Steinhauer et al., 1989; Hedges et al., 
1999; Albiach-Martí et al., 2000). A pesar de que el tamaño de la muestra es relativamente 
pequeña (20 secuencias en total), los análisis filogenéticos han puesto de manifiesto una 
agrupación significativa de los aislados por país de origen, indicando que el flujo genético 
derivado de la importación de nuevo material vegetal no es suficiente para erradicar la 
estructura geográfica de las poblaciones del PLPV.  
Del análisis de las secuencias del PLPV también se deduce que el genoma del virus se 
encuentra bajo fuertes presiones selectivas. Dichas presiones han sido evaluadas en las 
regiones codificantes mediante la comparación de las tasas de sustituciones sinónimas y no 
sinónimas utilizando métodos estadísticos apropiados. Los resultados indican que estas 
regiones se encuentran fundamentalmente bajo selección negativa y han permitido identificar 
aminoácidos específicos que podrían ser diana de este tipo de selección. Concretamente en la 
RdRp, se han detectado cuatro sitios bajo selección negativa a pesar de que la porción incluida 
en el análisis no comprende ninguno de los ocho motivos conservados en la RdRps (Koonin y 
Dolja, 1991; Koonin y Dolja, 1993). En la proteína p7, el único aminoácido identificado bajo 
selección negativa se localiza en el supuesto motivo de unión a RNA de la molécula (Marcos et 
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al., 1999, Navarro et al., 2006), pero no corresponde a ninguno de los residuos básicos que 
presumiblemente son los más críticos en dicha unión. Esto sugiere que la selección 
probablemente actúe preservando la conformación activa del mencionado motivo. En la 
proteína p9.7, nueve de los diez sitios que se encuentran bajo selección negativa se 
concentran en la parte central de la molécula. La función concreta de esta región se desconoce 
pero corresponde al segmento que conecta los dos dominios hidrofóbicos supuestamente 
implicados en la asociación de la proteína a membranas, como se ha descrito para proteínas 
relacionadas (Vilar et al., 2002; Saurí et al., 2005, Navarro et al., 2006), lo que sugiere que este 
segmento también debe tener determinados requerimientos estructurales para mantener la 
topología correcta. Por último, en la CP, casi 2/3 de los sitios seleccionados negativamente se 
localizan en la parte N-terminal (dominio R), aunque sólo dos de ellos corresponden a residuos 
básicos probablemente críticos en la función de unión a RNA de esta región de la proteína 
(Lommel et al., 2005). Al igual que se ha sugerido para la p7, la selección podría actuar 
preservando la conformación de la CP que facilite su unión al RNA.  
Además de las presiones selectivas en regiones codificantes, la conservación de la 
estructura primaria y/o secundaria de regiones reguladoras del RNA viral, tales como la 3´ UTR 
o el presunto promotor subgenómico, parece también restringir la heterogeneidad del PLPV. 
Esta observación es consistente con el papel crítico que deben desempeñar dichas regiones 
durante la multiplicación del patógeno, ya que su función estará determinada básicamente por 
sus características estructurales. En el caso del presunto promotor subgenómico hay que 
señalar que, además de estar involucrado en la regulación de la transcripción, se encuentra 
imbricado dentro de la porción 3´-terminal del gen de la RdRp y, por lo tanto, su actividad dual 
como secuencia codificante y reguladora debe restringir considerablemente su variabilidad. En 
consistencia con esta previsión, la diversidad nucleotídica media de esta región es más baja 
que la de otras regiones codificantes y, más aún, la mayoría de sustituciones nucleotídicas 
detectadas en esta parte del genoma no perturban la estructura de tipo horquilla que 
presumiblemente es requerida para la actividad promotora, tal como se ha descrito para virus 
relacionados (Wang et al., 1999: Li y Wong, 2006). Esta observación sugiere que la 
conservación de la mencionada conformación determina en gran medida el perfil de  




mantenimiento de un plegamiento específico compuesto de una serie de estructuras de tipo 
horquilla, similar al propuesto para otros Tombusviridae (Fabian et al., 2003; Wang y Wong, 
2004; Zhang y Simon, 2005; Na y White, 2006), es un factor limitante de la heterogeneidad en 
esta región. Al igual que en otros virus de la familia, la 3´ UTR del PLPV debe contener 
elementos en cis esenciales para la replicación tales como el promotor mínimo requerido para 
el reconocimiento del RNA viral por la RdRp o elementos represores de la síntesis de cadenas 
negativas (Stupina y Simón, 1997; Carpenter y Simon, 1998; Pogany et al., 2003; Zhang et al., 
2004a, 2004b; Na y White, 2006). Asímismo, en esta región se han descrito TEs que 
promueven la expresión génica  por un mecanismo independiente de cap (revisado por Kneller 
et al., 2006). Como se ha indicado anteriormente, en el caso del PLPV también se ha 
propuesto la presencia de un TE en su 3´ UTR (Fabian y White, 2006). Una observación 
interesante a este respecto es la conservación estricta tanto de la estructura primaria como 
secundaria de este presunto TE en todos los aislados incluidos en este estudio lo que, 
indirectamente, apoya su funcionalidad in vivo.  
Otro dato relevante derivado del análisis de variabilidad del PLPV se refiere a la 
identificacion de una red potencial de interacciones específicas dentro y entre proteínas del 
virus, probablemente requerida para mantener la conformación correcta de dichas proteínas y 
conducir al RNA viral desde el proceso de replicación hasta su diseminación en planta. Esta 
presunta red se ha inferido a partir de un análisis covariacional, una aproximación que ha sido 
ampliamente utilizada para deducir interacciones funcionales entre sitios distintos de una 
proteína y/o entre diferentes proteínas  (Altschuh et al., 1987; Thomas et al., 1996; Larson et 
al., 2000; Hoffman et al., 2003; Codoñer et al., 2006). Una de las covariaciones detectadas 
entre moléculas del PLPV afecta a las proteínas p9.7 y CP y distingue al aislado PV-0193, 
propagado repetidamente en el huésped experimental C. quinoa, del resto de aislados. El 
análisis de la evolución molecular de una única variante del PLPV sometida a pases seriados 
en dicho huésped experimental ha proporcionado pruebas sólidas de que dicha covariación  
está determinada por el huésped. Como se ha concluido de los experimentos de genética 
reversa realizados en el curso de este trabajo, ambas proteínas son indispensables para el 
movimiento célula a célula del virus y, aunque el mecanismo preciso del transporte intercelular 
del virus (o de virus relacionados) no se conoce todavía, no es improbable que requiera de una 
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interacción física entre la(s) MP(s) y la CP, como parece ocurrir en otros virus de plantas (Liu et 
al., 2001; Sánchez-Navarro y Bol, 2001; Kim et al., 2004; Takeda et al., 2004; Sánchez-Navarro 
et al., 2006; Akamatsu et al., 2007). 
El análisis de la evolución molecular de una variante del virus sometida a pases seriados en 
C. quinoa también ha puesto de manifiesto la capacidad de este patógeno para evolucionar de 
forma extraordinariamente rápida cuando es transferido a una nueva especie vegetal. Además, 
la trayectoria evolutiva del PLPV en C. quinoa es totalmente reproducible ya que la población 
derivada de la variante con la que iniciamos los pases seriados, proveniente de un aislado 
español (SPA4) recuperado de una planta de P. zonale recolectada en el año 2000, es 
esencialmente idéntica a a la derivada de un aislado alemán procedente de una planta de P. 
peltatum recolectada en la década de los 90. Aunque no tenemos datos acerca de la 
composición genética inicial de dicho aislado, es muy probable que difiriera de forma notable 
del aislado español SPA4, de modo que los datos indican que el huésped introduce un sesgo 
muy marcado en la población viral dando lugar a fenómenos de evolución convergente 
(Doolittle, 1994). A pesar de que se desconocen las interacciones precisas que se establecen 
entre el virus y la especie C. quinoa, es interesante destacar que las mutaciones específicas de 
huésped parecen fijarse en primer lugar en la región 3’ del genoma viral, como sugiere la 
secuencia de una de las variantes de la población recuperada tras el primer pase que posee la 
región 5´ del aislado parental y la región 3´ característica de los aislados adaptados a C. 
quinoa. Los cambios fijados inicialmente en esta región 3´ probablemente condicionen la 
fijación posterior de mutaciones en el resto de la(s) molécula(s) viral(es), presumiblemente para 
optimizar la eficacia biológica del patógeno en el nuevo huésped.   
La rápida acumulación de mutaciones detectada en el PLPV en este trabajo es similar a la 
observada con anterioridad en otro patógeno relacionado, el PFBV (Carmovirus) (Rico et al., 
2006), y difiere de lo descrito para otros virus más distantes desde un punto de vista 
taxonómico (Schneider y Roossinck, 2000, 2001; Hébrard et al., 2006; Rebenstorf et al., 2006; 
Fargette et al., 2008). Estos otros virus codifican RdRps pertenecientes a los supergrupos I y 
III, a diferencia del PLPV y del PFBV cuyas RdRps corresponden al supergrupo II (Koonin y 
Dolja, 1993). Una posibilidad ya apuntada en el trabajo de Rico et al. (2006), es que los virus 




facilitando así su rápida adaptación a un entorno cambiante. Aunque se sabe poco acerca del 
tiempo de generación de virus de plantas, algunos estudios permiten estimar un tiempo medio 
de generación de una hora (Wu et al., 1994; Schneider y Roossinck, 2001). De acuerdo con 
esta estimación, deberían haberse producido 336 generaciones del virus después del primer 
pase en C. quinoa (es decir, después de 14 días de multiplicación viral). Puesto que la tasa de 
mutación estimada para ribovirus, incluyendo a virus de plantas aunque hay pocos datos sobre 
estos últimos (Malpica et al., 2002), se sitúa en torno a 10-4 por ronda de replicación (revisado 
por Duffy et al., 2008), la frecuencia de mutación teórica sería de 3,4 x 10-2  tras el primer pase. 
Si consideramos los 20 clones que se han caracterizado tras dicho pase (10 en pase 0 y 10 en 
pase 1), el número total de mutaciones/número total de bases secuenciadas sería de 2,8 x 10-2. 
Este valor es claramente superior a la frecuencia de mutación descrita para otros virus de RNA 
de plantas no pertenecientes al supergrupo II (García-Arenal et al., 2001, Schneider y 
Roossinck, 2001; Fargette et al., 2008) y, además, es casi igual a la frecuencia de mutación 
teórica (3.4 x 10-2) considerando una tasa de mutación de 10-4. Puesto que la frecuencia de 
mutación no sólo depende de la tasa de mutación, sino que está también fuertemente 
influenciada por la selección y la deriva genética (que, como se ha mencionado en la 
Introducción general, tienden a disminuir la variabilidad en las poblaciones virales), se puede 
anticipar que la tasa de mutación del PLPV es inusualmente elevada, una característica que 
puede tener implicaciones muy relevantes en la progresión de las infecciones causadas por 
este patógeno y por otros relacionados. En este contexto, es interesante señalar que la 
capacidad para evolucionar rápidamente podría estar incrementada por la ocurrencia de 
fenómenos de recombinación, muy frecuente en algunos miembros de los géneros 
Tombusvirus y Carmovirus. De hecho, en las infecciones de estos virus en muchos casos se 
generan DIs por recombinación (Hillman et al., 1987; Burgyan et al., 1989; Cascone et al., 
1993; Finnen y Rochon, 1993; Rubino et al., 1995; White y Morris, 1999) y, además, distintos 
trabajos han permitido detectar un número importante de genomas virales recombinantes tanto 
en protoplastos como en plantas transgénicas (Cascone et al., 1990, 1993; White y Morris, 
1994, 1995; Borja et al., 1999; Desvoyes y Scholthof, 2002). Se ha especulado que los altos 
niveles de recombinación de este tipo de virus podrían ser consecuencia de la ausencia de 
dominios helicasa en sus replicasas, lo que podría tener efectos muy importantes sobre la 
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procesividad de estos enzimas y, por tanto, sobre la probabilidad de que cambien de molde 
durante la síntesis de la cadena complementaria (Borja et al., 1999). La ausencia de dominios 
helicasa es un rasgo general de miembros de la familia Tombusviridae, de modo que, aunque 
en este trabajo no hemos detectado recombinación en el PLPV (datos no mostrados), la 
contribución de este tipo de fenómenos en la adaptación del PLPV (o de virus afines) a 
determinados ambientes podría ser relevante.  
Por último, cabe mencionar que recientemente se ha demostrado que la tasa de mutación 
de un virus de plantas, concretamente del CMV, puede depender de la especie vegetal en la 
que se multiplica (Pita et al., 2007). Teniendo en cuenta esta observación, será interesante 
estudiar la trayectoria evolutiva de PLPV en distintas especies vegetales con el fin de evaluar si 
el fenómeno del rápido cambio genético de la población viral está específicamente asociado a 






















1. La determinación de la estructura primaria completa del gRNA del PLPV, con un tamaño de 
casi 4 kb, ha permitido confirmar la inclusión de este virus dentro de la familia Tombusviridae. 
Mediante análisis in silico inicialmente se identificaron seis ORFs que potencialmente 
codificaban proteínas de 27 (p27), 13 (p13), 87 (p87), 7 (p7), 6 (p6), y 37 kDa (p37) y estaban  
flanqueadas por una 5´ UTR inusualmente corta, con sólo 6 nt, y una 3´ UTR de 246 nt. La 
organización de las ORFs en el RNA viral y la mayoría de sus productos potenciales eran muy 
similares a los de miembros del género Carmovirus; sin embargo, las estrategias de expresión 
génica predichas para el PLPV se asemejaban mucho a las descritas para el único miembro 
del género Panicovirus, el PMV, impidiendo su asignación directa a alguno de los géneros ya 
establecidos dentro de la familia Tombusviridae.  
 
2. El análisis de los RNAs del PLPV que se acumulan en plantas infectadas ha revelado la 
presencia del gRNA y de un solo sgRNA de 1.6 kb. Los resultados de experimentos de 
extensión del cebador para la caracterización del extremo 5´ de ambas moléculas son 
consistentes con lo esperado para moléculas sin cap, ajustándose a lo descrito para el resto de 
miembros de la familia Tombusviridae.   
 
3. La particularidad del PLPV de producir un solo sgRNA parece ser compartida por otros 
pequeños virus isométricos relacionados entre los que se encuentran el PelRSV, el PCRPV y el 
ELV. Sobre la base de esta característica común y de similitudes de secuencia, se propuso  
incluir a los cuatro virus en un nuevo género dentro de la familia Tombusviridae denominado 
Pelarspovirus, una propuesta apoyada por análisis filogenéticos llevados a cabo tras la 
determinación de la estructura primaria del PLPV. 
 
4. Se ha generado un clon de cDNA del PLPV a partir del cual se pueden sintetizar in vitro 
transcritos que son infecciosos cuando se inoculan mecánicamente en los huéspedes 
experimentales C. quinoa, N. clevelandii y N. benthamiana. Este clon ha sido una herramienta 
fundamental para determinar las ORFs del PLPV que son funcionales in vivo y para analizar las 




5. Las ORFs (p27), (p87), (p7) y (p37) predichas inicialmente son expresadas por el virus y 
resultan indispensables para una infección efectiva por su implicación en replicación (p27 y 
p87), movimiento (p7) y movimiento/encapsidación (p37). Sin embargo, las ORFs (p13) y (p6) 
carecen de relevancia biológica y, en su lugar, se ha identificado una nueva ORF, localizada en 
la región central del genoma, que se traduce a partir de un codón no-AUG de iniciación (GUG) 
y que da lugar a una proteína de 9.7 kDa (p9.7) implicada en el movimiento del virus. Esta 
proteína muestra una notable identidad de secuencia (44,4%) con otra de tamaño 9.4 kDa, 
potencialmente codificada por una ORF del PCRPV también ubicada en la región central del 
genoma y cuyo codón de inicio es, asimismo, un triplete no-AUG, lo que amplia las semejanzas 
entre estos dos virus, ambos miembros provisionales del género propuesto Pelarspovirus.  
 
6. El gRNA del PLPV dirige la síntesis de las proteínas p27 y p87 de manera eficiente (la última 
mediante un mecanismo de lectura a través del codón de parada débil del gen p27), pese a 
carecer de una estructura cap en su extremo 5’ y presentar una secuencia líder 
extremadamente corta; el sgRNA actúa como mRNA para la producción de las tres proteínas 
restantes, p7, p9.7 y p37, mediante un mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal o 
leaky-scanning. Estos procesos parecen estar favorecidos por el contexto subóptimo del codón 
de inicio del gen p7, por el codón débil de inicio (GUG) del gen p9.7, y por la ausencia de 
codones AUG adicionales en cualquier pauta de lectura en la región que precede al codón de 
inicio del gen p37 en el sgRNA.  
 
7. El estudio de la variabilidad de la mitad 3’ del gRNA del PLPV ha puesto de manifiesto un 
alto grado de conservación en las secuencias aminoacídicas de determinados dominios de las 
proteínas y la preservación del plegamiento de regiones reguladoras del RNA viral. Análisis 
filogenéticos con las secuencias de aislados de distintas procedencia sugieren una agrupación 
de los aislados por país de origen indicando que el flujo genético derivado de la importación de 






8. El estudio de covariaciones dentro y entre proteínas del PLPV ha permitido identificar una 
supuesta red de interacciones específicas probablemente requerida para mantener la 
conformación correcta en las proteínas virales y para conducir al RNA viral desde el proceso de 
replicación hasta su diseminación en la planta.  
 
9. Pases seriados de una variante natural del PLPV en el huésped experimental C. quinoa, han 
mostrado que este patógeno es capaz de evolucionar de forma muy rápida y reproducible 
cuando es transferido a una nueva especie vegetal, poniendo de manifiesto el papel crítico que 
desempeñan las presiones selectivas ejercidas por el huésped en la estructura genética de las 
poblaciones del virus. La rápida acumulación de sustituciones nucleotídicas en C. quinoa 
también sugiere que el virus presenta una tasa de mutación inusualmente elevada, lo que 
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